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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la dispozitive hiperbarice
pentru  inactivarea  microorganismelor i
virusurilor, in  acelasi timp pastrand
imunogenitatea lor si pentru obtinerea si
producerea proteinelor solubile, dezagregate,
repliate sau active imunogenice sau terapeutice
din incluziuni produse de procariote sau
eucariote. Inventia include metode de
inactivare hiperbaricd a organismelor patogene
si metode de producere a compozitillor de
vaccin utilizand agenti patogeni inactivati.
Microorganismele inactivate hiperbaric sunt
mai sigure s§i mal imunogenice decat
microorganismele inactivate chimic. In mod
similar, proteinele solubilizate au proprietdti
superioare comparativ cu proteinele intens

2
agregate, inclusiv reactii imune nespecifice
reduse.
Revendicdri: 45
Figuri: 33




(54) Hyperbaric device and methods for producing inactivated vaccines and

refolded/solubilized recombinant proteins

(57) Abstract:
1

The invention relates to hyperbaric devices
for inactivating microorganisms and viruses
while retaining their immunogenicity and for
making and producing the  soluble,
disaggregated, refolded or active immunogenic
or therapeutic proteins from inclusion bodies
produced from prokaryotes or eukaryotes. The
invention encompasses hyperbaric methods for
inactivating  pathogenic  organisms  and
methods for producing vaccine compositions
using the inactivated pathogens. The

2

hyperbarically inactivated microorganisms are
safer and more immunogenic than chemically
mactivated microorganisms. Similarly, the
solubilized proteins have superior properties
compared to more heavily aggregated proteins,
imncluding reduced non-specific immune
reactions.

Claims: 45
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(54) I'mnepbapuyeckoe yCTPOHCTBO M MeTOAbI NPOM3BOACTBA
WHAKTHMBHPOBAHHBIX BAKIMHH M PeKOMONHAHTHBIX 0€JIKOB IOBTOPHO

CBEPHYTHIX/COMIO0UIH3UPOBAHHBIX

(57) Pedepar:
1
Hzobperenue OTHOCUTCS K
THIIePOAPUIECKIM yCTpokcTBaM JUIs

HHAKTUBAITHE MHKPOOPTAHI3MOB U BHPYCOB, IIpU
9TOM COXpaHfS HX HMMYHOICHHOCTh U JIIL
CO3JIAHMS W IPOU3BOJCTBA  PACTBOPUMBIX,
JIe3arPETHPOBAHHBIX, ITIOBTOPHO CBEPHYTHIX HITH
AKTHBHBIX HMMMYHOI'CHHBIX WIH TEPAICBTHISCKHX
OCIIKOB M3 BKIIOUCHHH, IOITYIEHHBIX M3 MPOKAPHOT
WM 3yKapuoT. M300peTeHre BKIFOYACT METOIBI
THIIepOApUUECKOH  WHAKTHBAIMH — [TATOTEHHBIX
OpPraHM3MOB M METOIBl TIOMYUCHHS BaKIUHHBIX

KOMITO3HITHI C HCHQOIH30BaHIEM
HMHAKTUBHPOBAHHEBIX TTATOrCHHEBIX
MUKPOOPTaHH3MOB. HHaKTHBHPOBaHHEIC

2

TUITEPOAPHHECKOl  00PaOOTKOH  MUKPOOPTAHI3MBI
SBILOTCA  Oomee  O€30MacHBIMEL M Ooviee
HUMMYHOTCHHBIM, qeM XUMHYECKH
UHAKTUBHUPOBAHHBIC MHKPOOPTaHH3MBI.
AHATOTMYHBIM 00pa30M, CQIIOOMIM3HPOBAHHBIC
OCITKH OOTIAITATOT MIPEBOCXOMAIIUMEL CBOMCTBAMU TTO
CpaBHEHHIO ¢ OOlee CHIGHO arperHpOBaHHBIME
OenKam, BKITIOYAs CHIDKCHHBIE
HECTICTTH(DIIECKHE NMMYHHBIC PEAKITHH.

I1. popmymnsr: 45
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Aceastd cerere revendicd prioritatea cererilor provizorii US 61/694,968, depusd pe 30 august 2012, si
61/830,425, depusd pe 3 iunie 2013, ambele fiind incorporate in prezentul document prin referintd in
intregime. Toate documentele citate sau indicate prin referintd in prezentul document, Impreund cu
instructiunile producatorului, descrierile, caracteristicile tehnice ale produsului, si listele de produse pentru
orice produse mentionate in prezentul document sau in orice document incorporate in prezentul document
prin referinta, sunt incorporate in prezentul document prin referintd, si pot fi utilizate in practica inventiei.

Prezenta inventie se referd la dispozitive hiperbarice i la metode de utilizare a acestuia pentru a inactiva
microorganismele si/sau virusurile pentru utilizare in compozifii imunogene/vaccinuri, si pentru a replia
si/sau solubiliza proteinele recombinante pentru utilizare iIn compozitii terapeutice §i imunogene/vaccinuri.

Savantii din domeniul industriei alimentare de mult timp deja utilizeazd conditiile hiperbarice pentru a
reduce sarcina microbiand a produselor alimentare. Biologii din domeniul producerii vaccinurilor sunt de
asemenea foarte interesati de inactivarea microorganismelor, pentru utilizarea lor in prepararea
vaccinurilor. Cu toate acestea, pentru a produce un vaccin sigur, eficient, este necesar de 1) a inactiva
complet microorganismul patogen; si 2) a retine potentialul imunogen al organismului (imunogenitatea).
Inaintea credrii prezentei inventii, specialistul stia ci anumite combinatii de presiune, temperatura si timp ar
putea fi utilizate pentru a reduce numarul de microorganisme viabile, cu toate acestea, el sau ea nu a avut o
metodd general aplicabild pentru a produce microorganisme inactivate ,,vaccin-potrivite”. Pentru exemple
de reducere hiperbaricd a poverii biologice in produsele alimentare, a se vedea de exemplu, Isbarn, 2007
(influenza); Ritz, 2000 (salmonella); si Wilkinson, 2001 (poliovirus). Pand de curédnd, orice retinere a
potentialului imunogen de cétre microorganisme a fost pur si simplu incidentald in raport cu obiectivul
reducerii poverii microbiene [2, 3, 4].

in ceea ce priveste utilizarea inactivirii cu presiune inalti pentru producerea vaccinurilor, un grup a
realizat buna inactivare a Leptospira interrogans serotip hardjo prin supunerea microorganismelor la doi
kilobari timp de saizeci de minute (Silva, 2001). Leptospirele inactivate au fost capabile sa provoace
raspunsuri imune la iepure, desi capacitatea lor de a provoca raspuns imun protector la un animal tintd, cum
ar fi o bovind, nu a fost demonstratd. Pana in prezent, solicitantii nu cunosc rezultate publicate care si
demonstreze imunitatea protectoare completd, folosind bacterii presiune-inactivate sau paraziti protozoici.
Pentru o revizuire, va rugdm si consultati Shearer et al., 2009. Pe langd faptul cd nu oferd incd vaccinuri
eficiente cu utilizarea metodelor de inactivare hiperbarici, domeniul a trebuit Inca sa producd dispozitive
hiperbarice necesare. Dispozitivele de presiune hidrostaticd ridicata (PHR- HHP) actuale dezvoltate doar
pentru reducerea sarcinii microbiene sunt lipsite de capacitatea de a inactiva complet agentii patogeni §i ai
face utili in calitate de constituenti ai vaccinurilor [1, 5].

Mai mult decat atat, metodele hiperbarice existente introduc distributii de temperaturd cterogene,
inacceptabile,ceea ce rezultd in randamente reduse pentru aplicatiile privind plierea/solubilizarca
proteinelor si inactivarea agentilor patogeni. Dispozitivele disponibile afecteazd cresterea presiunii prin
utilizarea pompelor externe pentru a injecta lichidul suplimentar intr-un vas de dimensiuni fixe. In esenta,
pompele din exteriorul vasului sporeste presiunea apei, si cu cit mai multd apd este injectatd in vas,
presiunea creste, si un aranjament de supape mentine presiunea doritd in interiorul camerei. Problema
distributiei temperaturii provine de la pompa deoarece la sporirea presiunii din interiorul pompei, apa
devine foarte fierbinte. La injectarea presiunii inalte, apa caldd produce gradul ridicat de eterogenitate a
temperaturii. Aceste dispozitive pot fi astfel perfect adecvate pentru reducerea poverii patogenice in
produsele alimentare, unde reglarea cu precizie a temperaturii si presiunii nu este necesard, dar aceste
dispozitive nu pot fi aplicate in mod eficient pentru a replia/solubiliza proteina sau a inactiva agentii
patogeni, mentinand totodatd potentialul lor imunogen. Companiile care lucreaza in acest domeniu includ
Barofold (a se vedea, de exemplu, US6489450, US7064192, US7538198, US7767795, US7829681,
US8329878 si US20080161242A1) si Avure, care produce dispozitive hiperbarice pentru industria de
prelucrare a produselor alimentare [6].

Deoarece dispozitivele din stadiul tehnicii nu permit controlul optim al temperaturii §i presiunii,
dispozitivele hiperbarice proiectate pentru a efectua un control precis al acestor variabile sunt necesare
pentru a facilita inactivarea agentilor patogeni cu conservarea imunogenitdtii si replierea/solubilizarea
proteinelor.

Prin urmare, solicitantii au dezvoltat metode hiperbarice specifice si dispozitive pentru a produce
microorganisme inactivate gata pentru vaccinuri §i pentru a replia/solubiliza proteinele terapeutice si
imunogene comerciale relevante.

Citarea sau identificarea oricdrui document in aceastd cerere nu este o acceptare a faptului ca un astfel
de document este disponibil ca stadiu al tehnicii pentru prezenta inventie.
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Prezenta descriere se referd la un dispozitiv hiperbaric si metodele de utilizare a acestuia pentru 1)
inactivarea microorganismelor pastrdnd In acelasi timp imunogenitatea lor, si 2) replierea/solubilizarea
proteinelor recombinante. Astfel, un prim obiectiv al prezentei descrieri este de a oferi un dispozitiv
hiperbaric pentru inactivarea microorganismelor si replierea/solubilizarea proteinelor. Un alt obiectiv al
prezentei descrieri este de a oferi metode pentru utilizarea dispozitivului hiperbaric pentru a inactiva
microorganismele si a replia/solubiliza proteinele. Un al treilea obiectiv al descrierii este de a furniza
compozifii imunogene care contin microorganisme inactivate hiperbaric; si un al patrulea obiectiv al
descrierii este de a oferi proteine imunogene si/sau terapeutice produse cu ajutorul dispozitivului hiperbaric.

Microorganismele inactivate hiperbaric ale prezentei inventii sunt ideal complet inactivate, pastrand in
acelagi timp potentialul lor imunogen, sunt sigure, si sunt capabile sd provoace raspunsuri imune
protectoare la animalele tintd, impotriva provocarii virulente. In mod similar, proteinele imunogene si/sau
terapeutice produse in mod hiperbaric sunt sigure si eficiente cand sunt administrate la om si la animale.

Se¢ observd ca in aceastd descriere si in special in revendicdri, termenii cum ar fi ,,contine”, ,,a continut”,
»contindnd” si altele asemenea pot avea semnificatia atribuitd lor in legislatia SUA privind brevetele; de
exemplu, ¢i pot Insemna ,include”, ,a inclus”, ,incluzand” si altele asemeneca; si ¢d termeni precum
»constand esential din” si ,,constd esential din” au semnificatia atribuitd lor in legislatia SUA privind
brevetele, de exemplu, ei permit elemente recitate neexplicit, dar exclude elemente care se gdsesc in stadiul
tehnicii sau care afecteaza o caracteristicad de baza sau noud a inventiei.

Acestea si alte exemple de realizare sunt dezviluite sau sunt e¢vidente din si cuprinse de descrierea
detaliatd care urmeaza.

Urmdtoarea descriere detaliatd, datd prin exemplu, si care nu intentioneazd sa limiteze inventia la
exemplele de realizare specifice descrise, poate fi inteleasd Impreund cu Figurile anexate, incorporate in
prezentul document prin referintd, in care:

FIG. 1A prezinta un dispozitiv hiperbaric conform inventiei;

FIG. 1B prezintd un recipient-punga pentru probe reprezentativ;

FIG. 2A prezintd un dispozitiv al presei hiperbarice (1) pentru comunicarea presiunii probelor. Fluidul
intrd in camera de fluid de inaltd presiune (3) prin intermediul orificiului de intrare (2) in timp ce
plungerul/pistonul de refulare (5) este retras. Plungerul (5) apoi se extinde in pozifia descrisa, iar garnitura
de etansare (6) si placa de obturare (7) previn scurgerea fluidului din camera de fluid de 1naltd presiune (3).
Dupd terminarea ciclului (ciclurilor) de presurizare si depresurizare, lichidul este evacuat prin orificiul de
evacuare (4). Presiunea este comunicatd camerei de fluid primar (8) prin camera amplificatoare de presiune
(9), care primeste aer/fluid de 1naltd presiune de la un dispozitiv amplificator de presiune. Presiunca in
camera de fluid primar (8) se comunica camerei de fluid de Inalta presiune (3) prin plunger (5);

FIG. 2B este o redare tridimensionald a unei prese (1) conform descrierii;

FIG. 3 este o versiune maritd a dispozitivului presei (1), axat pe camera de fluid primar (8). Diverse
componente sunt etichetate si descrise suplimentar in sectiunea descrierii detaliate de mai jos;

FIG. 4 reprezintd o versiune marita a dispozitivului presei (1), axat pe plunger (5). Diverse componente
sunt etichetate si descrise suplimentar mai jos;

FIG. 5 reprezintd o versiune maritd a dispozitivului presei (1), axat pe placa de obturare (7). Diverse
componente sunt etichetate si descrise mai jos;

FIG. 6 este o reprezentare schematicd a unui dispozitiv hiperbaric, conform prezentei inventii, efectudnd
unui ciclu de presurizare/depresurizare pe o probd care contine agenti patogeni care urmeazd sd fic
inactivati sau peptide care urmeazd sa fie repliate si/sau solubilizate din corpii incluziunilor bacteriene. 1)
Produsul in camerd, gata de a fi incércat; 2) extinderea cilindrului de incércare; 3) evacuarea probei din
camera de mentinere; 4) retragerea cilindrului de incércare; 5) pozitionarea probei in camerd; 6) cilindrul
avanseazd pentru a efectua etansarea, care s permitd multiplicarea umplerii cu presiune; 7) cilindrul stang
avanseazd pentru umplere; 8) cilindrul stdng avanseazd In continuare pentru a ctansa camera; 9)
implementarea blocului, care impiedicd retragerea cilindrului stang; 10) cilindrul drept extins in continuare
spre stAnga pentru a creste presiunea; 11) presiunea eliberata; 12) blocul retras; 13) cilindrul sting retras
pentru drenare; 14) pozitia inifiald pentru multiplicatorul de presiune; 15) extinderea corpului pentru a
descdrca proba; 16) extinderea cilindrului de incércare.

FIG. 7 reprezintd un bloc-schema care prezinta functionarea sigurd a dispozitivului hiperbaric;

FIG. 8 reprezintd un bloc-schemd care prezintd actiunile care trebuie Intreprinse in cazul
esecului/rupturii pungii cu microorganism In interiorul camerei de inaltd presiune;

FIG. 9 este o reprezentare schematica a antigenilor protectoare presupuse Leptospira;

FIG. 10 prezintd rezultatele analizei Western Blot pentru suspensiile Leptospira supuse anterior fie la
inactivarea chimicd, hiperbarica sau neinactivare. Tulpinile: L. canicola, L. ictero. Antigenii: LiplL.32,
LipL41 si LipL46;
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FIG. 11 prezintd rezultatele analizei Western Blot pentru suspensiile Leptospira supuse anterior fie la
inactivarea chimicd, hiperbaricd sau neinactivare. Tulpinile: L. canicola, L. ictero. Antigenii: LigA si LigB;

FIG. 12 prezintd rezultatele analizei Western Blot pentru suspensiile Leptospira supuse anterior fie la
inactivarea chimicd, hiperbarica sau neinactivare. Tulpina: L. grippotyphosa. Antigenii: LipL32, LipL41 si
Lipl46;

FIG. 13 prezintd rezultatele analizei Western Blot pentru L. grippotyphosa supuse anterior fie la
inactivarea chimicd, hiperbaricd sau neinactivare. Antigenii: LigA si LigB;

FIG. 14A si 14B descriu cuantificarea datelor analizei Western Blot. Ca si inainte, L. grippotyphosa (A)
si L. icterohaemorrhagiae (B) au fost supuse in prealabil fie la inactivarea chimicd, hiperbaricd sau
neinactivare. Antigen: lipopolizaharide (LLPZ). Petele au fost cuantificate utilizand Pixel (tehnica LICOR);

FIG. 15 reprezinta un grafic care prezintd inactivarea hiperbaricd a bacteriilor utilizand diferite
combinatii de temperatird si presiune. Desi initial efectiv inactivate, bacteriile au restabilit viabilitatea
pentru fiecare set de conditii;

FIG. 16 prezinta conditiile experimentale de temperaturd si presiune care rezultd in bacteriile hiperbaric
inactivate care nu au reusit sa restabileasci viabilitatea;

FIG. 17 FACS-ul (sorter celular cu excitarea fluorescentei) celulelor inactivate cu formolind (doua
populatii discrete de bacterii), mertiolat (eterogenitate usoard) sau conditii hiperbarice (omogenitate
completd);

FIG. 18 prezinta marcarea fluorescentd p65 a formolinului, mertiolatului si Erysipelothrix rhusiopathiae
tratate hiperbaric. Aproape 100% din celulele inactivate hiperbaric sunt marcate;

FIG. 19 Western Blot-urile aratd recunoasterea umorald a serurilor de la soareci vaccinati cu ingrediente
active (IA) inactivate cu formolina, hiperbaric sau cu mertiolat. Astfel cum este indicat, IA inactivat cu
formol nu provoacd raspunsul Mab-specific, intrucat atat [A inactivat hiperbaric, cit si IA inactivat cu
mertiolat provoacd raspunsul specific;

FIG. 20 indicd supravietuirea la sutd si serologia pentru soarecii vaccinati cu dilutii ale E. rhusiopathiae
inactivat cu formolind, mertiolat sau conditii hiperbarice;

FIG. 21 recunoasterea umorald prin seruri de la porci vaccinati cu IA Erysipelothrix rhusiopathiae
inactivat cu formolind, hiperbaric sau mertiolat. Dupd cum s-a ardtat, benzi difuze de 60 si 75KDa sunt
prezente, similare cu studiul pe soareci;

FIG. 22 recunoasterea umorald prin seruri de la porci vaccinati cu o proteinad SpaA recombinantd. Dupa
cum s-a ardtat, existd mai multe benzi in jurul 65-75KDa pentru vaccinati (+), dar nici o bandd pentru
martorii negativi (-). Rezultatele indica ca atdt vaccinarea cu SpaA inactivata hiperbaric, cat si inactivata cu
mertiolat (dar nu inactivatd cu formolind) a determinat porcii sa producd anticorpi specifici pentru P65;

FIG. 23 reprezintd un grafic care prezintd titrele de anticorpi anti-E. rhusiopathiae dupd vaccinare cu
diferite vaccinuri;

FIG. 24 reprezintd imaginile microscopiei electronice de scanare a cdldurii si concentratului de
Bordetella pertussis inactivat hiperbaric supus la 4000 bari timp de 90 de minute (partea dreaptd) si a
concentratului de Bordetella pertussis inactivat cu mertiolat (partea stingd) (mérire X30000)

FIG 25 descrie SDS-PAGE a probelor KSAC (peptide de fuziune din specia Leishmania) tratate cu
3000 de bari;

FIG. 26 reprezinti o cromatogrami CLPI a supernatantului KSAC tratat cu 3000 de bari si suprapus
peste proteina KSAC obtinuta utilizand un procedeu de repliere/solubilizare clasic;

FIG. 27 prezinta distributia dimensiunii DLS prin intensitatea (de sus) si numarul (de jos). Afisate sunt
datele pentru proteina presurizatd cu 3000 bari (linia mai deschisd) si proteina repliatd clasic (linia mai
inchisd);

FIG. 28 prezintd efectul presiunii si tamponului asupra dimensiunii proteinei;

FIG. 29 prezinti o comparatie a continutului de proteini solubildi KSAC determinat prin CLPI & Qdot-
blot;

FIG. 30A-30D reprezintd analiza Q-Dot Blott a probelor KSAC dupé tratamentele cu presiune inalt;

FIG. 31 reprezinti analiza CLPI a probelor KSAC dupa tratamentul prin procedeul A;

FIG. 32 reprezinti analiza CLPI a probelor KSAC dupa tratamentul prin procedeul B.

FIG. 33 prezinti analiza CLPI a probelor KSAC dupi tratamentele prin procedeele A, B si clasic.

Prezenta inventie se referd la un dispozitiv hiperbaric pentru 1) inactivarea microorganismelor pastrand
totodatd imunogenitatea lor, i 2) replierea/solubilizarea proteinelor recombinante. Astfel, un prim obiectiv
al prezentei descrieri este de a oferi un dispozitiv hiperbaric pentru inactivarea ,jmicroorganismelor” (care,
astfel cum sunt utilizate aici, sunt definite ca bacterii, protozoare, orice alte eucariote unicelulare, orice alte
monerane, precum i virusuri), pastrdnd in acelasi timp imunogenitatea lor. Dispozitivele, conform
inventiei, pot avea un mijloc pentru controlul de precizie al temperaturii $i un mijloc pentru controlul de
precizie al presiunii.
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Intr-o variantd de realizare, dispozitivul are un mijloc de receptionare a pungilor sau altor recipiente
adecvate, care sunt umplute cu microorganisme care urmeazd a fi inactivate. Dispozitivul poate avea
incorporat in acesta o varietate de mijloace pentru prelevarea probelor si evaluarea stdrii de inactivare a
microorganismelor. Toate functiile dispozitivului pot fi controlate printr-o interfatd si un procesor de
utilizator adecvate. Pe langd inactivarea microorganismelor, dispozitivul hiperbaric poate fi utilizat in mod
eficient in replierea/solubilizarea proteinelor recombinante pliate si/sau prinse in incluziunile virale in mod
necorespunzator. Dispozitivul prezentat oferd un avantaj semnificativ fatd de tehnologiile anterioare, in
parte, deoarece permite efectuarea simultana a replierii si solubilizarii proteinelor.

Inventia se referd in continuare la modele computerizate si la metode de modelare a distributiei
temperaturii In interiorul unor dispozitive de naltd presiune. Mentinerea unei distributii uniforme sau
omogene a temperaturii este esentiald pentru aplicatiile necesare, cum ar fi inactivarea agentilor patogeni cu
pastrarea imunogenitatii i replierea/solubilizarea proteinelor. Méasuratori de temperaturd precise au fost
luate in timpul functiondrii dispozitivelor de inaltd presiune existente, iar aceste puncte de date au fost
utilizate pentru a dezvolta un model de distributie a temperaturii, care a fost validat pentru masuratori reale
luate de la masinile existente care opercazd in diferite conditii de temperaturd si presiune. Pe scurt, modelul
a prezis cu exactitate distributia temperaturii in interiorul vaselor existente, si astfel modelul a fost aplicat
pentru a proiecta un dispozitiv de inaltd presiune capabil sd minimalizeze e¢terogenitatea distributiei
temperaturii. Astfel, intr-o variantd de realizare, dispozitivele descrise sunt lipsite de variatia de
temperaturd inacceptabila.

Modelul de distributie a temperaturii a ghidat selectia parametrilor dimensionali, inclusiv lungimea
tubului, grosimea si altele asemenea, cu scopul de a minimiza variatia temperaturii in interiorul camerei de
presiune 1naltd. Spre deosebire de camerele hiperbarice de dimensiuni fixe din stadiul tehnicii, prezenta
inventie prevede un dispozitiv hiperbaric cu presd cu piston, in care dimensiunea camerei de inalta presiune
nu este constantd, datoritd extinderii §i retragerii presei cu plunger sau piston. Dimensiunea camerei scade
astfel cu ridicarea presiuni si creste cu scaderea presiunii.

Intr-o variantd de realizare, dispozitivele conform prezentei inventii contine un piston §i o garniturd de
etansare care comunicd presiunea la fluid, inclusiv apd, intr-o camerd de presiune ridicatd. Presiunea
crescutd depidseste fortele de respingere intermoleculare (de exemplu H.O la H,O), iar la 6000 bari,
volumul de apa este redus cu aproximativ zece procente, in raport cu conditiile de presiune ambiante.
Dispozitivul inventiei este deosebit de util pentru inactivarea agentilor patogeni, deoarece temperatura si
presiunea foarte controlabile pot fi utilizate pentru a stabiliza proteinele in starea lor nativd (adica bune
pentru pdstrarea imunogenitdtii), in timp ce distrugerea/blocarea activitdti enzimatice suficient de
indelungatd pentru a face agentii patogeni neinfectiosi. Intr-o varianti de realizare particular,
microorganismele sau agentii patogeni niciodatd nu se restabilesc de la daunele moleculare hiperbaric-
mediate initiale.

De asemenea, reglarea precisd a presiunii §i temperaturii poate fi utilizatd pentru a facilita
replierea/solubilizarea proteinelor. O proteind are un volum molecular specific, care este determinat de
structura sa tridimensionald, care este o functic a continutului de aminoacizi inerent, structurile sale
secundare §i interactiunea multor forte, inclusiv interactiuni van der Waals si electrostatice, interactiuni
hidrofobe, legéaturi de hidrogen, legituri disulfurice, temperaturd, presiune, si altele asemenea. Cand o
proteind este anormal pliatd, volumul sau specific este de obicei mai mare decdt atunci cind aceeasi
proteind este pliati corect. Intr-o variant de realizare, presiunea este aplicatd cu precizie pentru a facilita
plierea proteinei, care rezultd intr-o reducere a volumului specific al proteinei.

Astfel cum este utilizat aici, ,,pliatd corespunzitor” inseamnd cd proteina este in configuratia sa nativa,
care este configuratia cea asociatd cu sau atribuitd proteinei atunci cind este competenta sd joace rolul sidu
structural §i sau functional primar. De exemplu, un receptor al membranei celulare este in configuratia sa
nativd atunci cand este capabil sd interactioneze cu ligandul (liganzii) sdu(sai) inrudit(ti) pentru a se angaja
in activitati de semnalizare celulard. In mod similar, o enzimi este in configuratia sa nativa atunci cand este
capabild sd interactioneze cu si sd catalizeze reactiile relevante cu substrat(urile) sdu(sale) cunoscut(e).

Intr-o variantd de realizare, replierea/solubilizarea proteinelor controlatd este realizatd mai Intai prin
aplicarea unei presiuni si restrictioneze libertatea de deplasare a proteinei anormal pliate (de exemplu
vibratia si rotatia moleculard). Cu toate acestea, scaderea presiunii prea repede poate restrictiona deplasarea
atat de mult Incat proteina s& nu-si poatd asuma configuratia sa nativa (pliatd In mod corespunzator). Prin
urmare, dispozitivele conform inventiei trebuie sa fie capabile sd controleze cu atentie presiunea si viteza la
care presiunea este schimbatd (si, astfel, aplicatd la probe biologice), pentru a permite 1) o determinare
initiald a conditiilor de repliere/solubilizare optima/ ideale; si 2) aplicarea conditiilor mentionate la probe
echivalente in viitor.
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Intr-o altd variantd de realizare, temperatura poate fi maritd pentru a creste miscarea si energia (de
exemplu, miscarea Browniand, vibratia intramoleculard sau miscarea interatomicd), pentru a reduce timpul
necesar pentru ca proteina anormal pliatd sd-si asume configuratia sa nativa.

in variante de realizare preferate, combinatii precise de conditii de temperaturd si presiune sunt
determinate pentru fiecare tip de probd biologicad pentru a minimiza cantitatea de timp necesard pentru a
produce procentul maxim de proteine pliate in mod corespunzator.

Intr-o altd varianta de realizare, dispozitivul este avantajos fatd de dispozitivele hiperbarice anterioare
prin aceea cid prevede scadderile controlate ale presiunii, precum §i mentinerea la presiuni constante.
Proteinele supuse la aceste conditii de presiune controlatd sunt mai susceptibile sa se replieze eficient la
configuratiile lor native, in comparatie cu proteinele supuse la scéderea rapida si necontrolatd a presiunii
(adicd reducereca necontrolati a presiunii atribuie energie excesivd proteinelor, permitindu-le sa se
deplaseze sau sd sard la configuratii nenative Inca, energetic stabile).

In citeva variante de realizare, dispozitivul hiperbaric dezviluit contine un bloc de piston si cilindru,
care reduce sau elimind cantitatea de repliere/solubilizare necorespunzitoare nedoritd permitdnd reglarea si
controlul cu precizie a scaderilor de presiune.

Intr-o varianta de realizare, dispozitivul este avantajos prin aceea céd poate fi decontaminat convenabil si
rapid. Intr-o varianta de realizare particulard, dispozitivul este complet conform cu GMP, poate fi deschis
din ambele pérti, si poate fi curdtat prin orice metodd rezonabild, inclusiv, dar fird a se limita la curdtarca
cu abur.

Prezenta inventie prevede astfel un dispozitiv hiperbaric cu presa cu piston, care permite controlul si
reglarea cu precizie a presiunii i temperaturii pentru a determina (si apoi a asigura) echilibrul optim al
presiunii §i temperaturii pentru a efectua replierea/solubilizarea maxima a proteinelor i, prin urmare, a
obtine randamentul.

Aceleasi proprietafi permite dispozitivului, de asemenea, sa optimizeze si sa aplice combinatii eficiente
de presiune si temperaturd pentru a inactiva microorganisme/agenti patogeni pastrand in acelasi timp
potentialul lor imunogen. In unele variante de realizare, dispozitivul hiperbaric imbunitateste potentialul
imunogen al microorganismelor pe care le inactiveaza.

Intr-o variantd de realizare, inventia prevede o manta de protectie a dispozitivului hiperbaric (vezi FIG.
1A). Mantaua este destinata pentru a lua in considerare atdt constrangerile de presiune 1naltd, céat si usurintd
de curatare/decontaminare. Mantaua poate gdzdui orice volum si condifii de presiune utile comercial,
incluzand, dar nu numai, pana la 4000 de bari, pana la 5000 de bari, pand la 6000 de bari, pand la 7000 de
bari, pand la 8000 de bari, pand la 9000 de bari sau pand la aproximativ 10,000 de bari. Volumele de
operare utile includ, de exemplu, 50 de litri sau mai mult.

Intr-o variantd de realizare, dispozitivul de inactivare amplasat in interiorul mantalei poate contine doi
cilindri incorporati intr-un cadru metalic. Dispozitivul poate asuma orice configuratie utild, in conformitate
cu aceasta descriere, si poate avea forma generald descrisd in FIG.2A, 2B, 3 si 4.

Intr-o variantd de realizare, precum cea descrisd in FIG. 2A, dispozitivul hiperbaric contine un
ansamblu de presa (1) pentru comunicarea presiunii la proba. Fluidul intrd in camera de fluid de inaltd
presiune (3) prin gura de intrare (4), in timp ce plungerul amplificator de presiune (5) este retras. Plungerul
(5) se extinde apoi in pozifia descrisd, iar garniturile de etansare (6) de Inaltd presiune a plungerului si placa
de obturare de inaltd presiune (7) previn scurgerea fluidului din camera de fluid de nalta presiune (3). Dupa
finalizarea ciclului (ciclurilor) de presurizare si depresurizare, fluidul este evacuat prin gura de evacuare
(2). Presiunea se comunicd la camera de fluid primar (8) prin camera superioard a amplificatorului (9).
Presiunea in camera de fluid primar (8) se comunica la camera de fluid de inaltd presiune (3) prin plunger
(5).

Intr-o variantd de realizare, ansamblul presei poate include componente astfel cum este ilustrat in
vederile marite din FIG. 3-5. Ansamblul poate include: o placd de fixare a garniturii de etansare (20);
suruburi de fixare a plungerului principale (22a & b); un dispozitiv de demontare a suportului camerei
superioare (24a & b); un dispozitiv de demontare a camerei superioare (25a); o garniturd de etansare a
camerei superioare (25b); o gura de intrare a fluidului primar (26); un suport al camerei inferioare (27a); un
dispozitiv de demontare a suportului camerei inferioare; si un dispozitiv de demontare a camerei inferioare
(29a).

Intr-o variantd de realizare, cadrul metalic poate fi incarcat pentru a absorbi sarcina axiala a camerel cu
piston si multiplicatorului, astfel incat aceste doud elemente sd ramana fixe in ciuda fortelor generate de
presiune.

Intr-o variantd de realizare particulard, un design compact minimizeazad raspandirea contamindrii, in
cazul unei fisuri, In special in comparatic cu un design mai deschis care necesitd un grup de surse de
presiune independente si externe. In plus, designul compact evitd necesitatea pentru o serie de conducte de
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inalta presiune, ceea ce ar necesita Inlocuirea frecventa a numeroaselor supape, ceea ce nu este de dorit intr-
0 zond contaminabild.

Intr-o varianta de realizare, amplificatorul de presiune si pistonul pot fi separafi de mantaua de protectie
pentru a permite accesul usor la interiorul mantalei de protectie si schimbarea usoard a garniturilor
pistonului in caz de contaminare. Multiplicatorul de presiune poate prevedea, de preferinta, perioade de
timp mai lungi, de exemplu, pand la aproximativ 10 ore, 11 ore, 12 ore, 13 ord, 14 ore, 15 ore, 16 ore, 17
ore, 18 ore, 19 ore sau aproximativ 20 de ore, sau mai mult.

Intr-o variantd de realizare, intregul ansamblu este de aproximativ 7,4 metri, Indltimea este de
aproximativ 1,6 metri si litimea este de aproximativ 2,2 metri. Intr-o varianti de realizare, ansamblul
cantareste aproximativ 12,700 kg. Orice alte dimensiuni rezonabile i rezonabile comercial ale ansamblului
sunt contemplate de aceastd descriere, astfel un specialist poate modifica aceste dimensiuni, fard a exercita
muncd altd decét cea de rutina.

Intr-o variantd de realizare, mantaua este complet acoperitd pentru a limita depunerea prafului.
Ansamblul poate fi sterilizate de exemplu, prin injectarea unui aerosol de peroxid de hidrogen in manta.
Capacele pot fi demontate pentru a asigura o curdfare intensd, iar piesele de lucru vor permite accesul in
interiorul dispozitivului, in special, pentru a permite schimbarea garniturilor de etansare.

Intr-o variantd de realizare, mantaua este executatd dintr-un material decontaminabil, n special din otel
noxidabil. Cu un exemplu de inaltd presiune de 4000 de bari, otelul posedd in mod ideal rezistentd
mecanica/integritate inalta. Intr-o varianta de realizare, materialul poate fi INCONEL 718.

Intr-o variantd de realizare, diametrul interior al camerei poate fi de 150 mm, iar diametrul exterior
poate fi de 440 mm. In aceastd variantd de realizare, un volum interior de 50 de litri produce astfel o
lungime interna liberd de aproximativ 2,8 metri. La aproximativ 4000 de bari, compresibilitatea apei este de
aproximativ 13%. Bulele de aer din probe se pot adiuga la calculele generale de compresibilitate. Intr-o
variantd de realizare, lungimea liberd la presiune atmosfericd a fost calculatd cu compresie de 20%, sau
aproximativ 3,4 metri. Aceasta oferd o lungime totald a camerei de aproximativ 3,9 metri, $i o masi de
aproximativ 4900 kg.

Intr-o variantd de realizare, ansamblul poate impiedica eliberarea apei potential contaminate, prin
evacuarea continutului de apa din camerd, apoi reetansarea pieselor de capdt. Gurile de intrare si gurile de
evacuare sunt previzute cu gauri perpendicular cu axa mantalei. Intr-o variantd de realizare particulari,
mantaua este o singurd piesa.

Intr-o altd variantd de realizare, cite un mijloc de etansare pentru piston/cilindru este prevazut pe o parte
de garnitura pistonului de presiune (6), pe altd parte de o placd de obturare (7). Ambele mijloace de
etangare pot fi din otel inoxidabil avand o rezistentd mecanicd mare. Mijloacele de ctansare pot fi, de
asemenea, acoperite cu, sau constau din, orice material adecvat.

Intr-o varianta de realizare, dispozitivul se deplaseaza lateral, pentru a permite Incércarea si descarcarea
pungilor pentru probe care contin microorganisme, proteina care urmeaza a fi repliatd, si altele asemenea.
Pungile pentru probe pot fi transportate in containere care sunt condusi secvential in dispozitiv, cum ar fi un
tren mic. Camera poate fi pozifionata pe rofi care circuld pe sine, cu iIntregul proces fiind condus de un
piston.

Intr-o variantd de realizare, aparatul contine un amplificator de presiune, care poate fi executat din otel
inoxidabil. Cu toate acestea, din moment ce amplificator de presiune nu este supus la aceleasi rigori ca
ansamblul de piston/cilindru, amplificatorul poate fi executat din otel proiectat 1,4418. Intr-o varianta de
realizare, amplificatorul are forma unui cilindru cu diametrul exterior de 620 mm si lungimea de 1750 mm,
greutatea de 2200 kg. In interior este amplasat pistonul. Diametrul interior al partii primare este de 540 mm.
Acesta contine pand la 160 de litri de ulei. Acest volum este debitat de un dispozitiv hidraulic de 310 bari
cu un debit de 250 litri/ord si instalat in afara Incaperii. Presiunea in circuitul primar este de 310 bari.

Cursa pistonului poate fi de aproximativ 940 mm. In pozitia retrasi, acesta poate fi eliberat in intregime
din manta. Cu toate acestea, etansarea garniturii in manta este accesibild pentru a permite schimbarea sau
curatarea usoara, ca si garnitura clapetei, cand mantaua este alimentatd in partea de incarcare/descércare.

Partea centrald a plungerului cu piston (5) poate fi goald si poate confine magneti pentru a permite
deplasarea si masurarea continui si precisd a locatiei pistonului. In caz de scurgere a garniturii de etansare,
presiunea poate fi mentinutd prin avansarea corespunzitoare a pistonului pentru a compensa scurgerea si a
asigura inactivarea. Garnitura de etansare poate fi inlocuitd la urmatoarea deschidere a camerei.

Intr-o variantd de realizare, un dispozitiv de actionare permite deplasarea laterald a multiplicatorului
pentru a facilita curdtarea.

Intr-o altd variantd de realizare, un sistem de verificare cu laser poate fi prevdzut pentru a asigura
ajustarea corecta a camerei §i cilindrilor de multiplicare.

Intr-o altd variantd de realizare, cadrul metalic este proiectat pentru a mentine camera si multiplicatorul
in loc atunci cénd acesta din urma exercitd o presiune de 4000 de bari in interiorul mantalei. Cadrul poate
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consta din mai multe placi de otel structurale perforate. Prelucrarea cu sudurd poate fi utilizatd pentru a
preveni penctrarca formei lichide sau de ceatd intre plici. Ansamblul poate fi acoperit cu o vopsea
protectoare sau alt invelis de protectie corespunzator.

Intr-o variantd de realizare, partea exterioard a lungimii cadrului este de aproximativ 6,8 metri,
indltimea acestuia este de aproximativ 1,3 metri, iar greutatea lui este de aproximativ 5600 kg.

Intr-o altd varianta de realizare, o teava comunica energie hidraulicd de la un dispozitiv hidraulic. Teava
poate fi fixata si poate fi inldturatd atunci, cand multiplicatorul este deplasat pentru intrefinere.

Intr-o variantd de realizare, mantaua este alimentatd cu apd demineralizata printr-o {eavd sau conductd
adecvatd. Conducta poate fi flexibild si/sau extensibild astfel cd nu trebuie si fie eliminatd In timpul
deplasérii mantalei la pozitia de Incércare/descércare. O a doua teavd sau conductd pot fi prezentd, pentru a
permite injectarea acrului comprimat pentru uscarea camerei inainte de deschidere. O parte a conductei de
evacuare din apropierea mantalei poate fi, de asemenea, flexibild pentru a adapta limitele de deplasare ale
mantalei.

Evacuarea mantalei este la sistemul de tratare a apei al clddirii. Chiar si la deteriorarea pungii, chiar
daca barul de sprijin de 4000 a fost respectat, apa poate fi evacuata farad prelucrare suplimentara.

Cu toate acestea, in caz de esec de a atinge reducerea timpului de mentinere, apa va fi evacuatd intr-un
rezervor independent, permitdnd efectuarea unei analize pentru a determina dacid contaminarea a fost o
posibild deteriorare a pungii, precum si a prelucrdrii specifice. Aceasta va fi aceeasi pentru apa utilizata
pentru clatirea mantalei.

Intr-o variantd de realizare a primului obiectiv, dispozitivul hiperbaric poate fi amplasat in interiorul
unui corp avand un aspect general, astfel cum este schematizat in FIG. 1A. Dispozitivul hiperbaric poate fi
conceput pentru a adapta si a primi dispozitive de fixare a probei, astfel cum este ilustrat in FIG. 1B. Una
din caracteristicile importante ale dispozitivului este aceea cd microorganismele care urmeaza sé fie probe
pentru a fi supuse la presiune ridicatd sunt continute in pungi elastice, in loc sd fie ,expuse direct” (de
exemplu, ca o suspensie de microorganisme concentrate) la schimbdrile de temperaturd si presiuni
hidrostatice. in schimb, o suspensie de microorganisme concentrate poate fi sigilatd ermetic in pungi pentru
probe, care sunt destinate pentru a fi incadrate intr-un suport pentru punga sau recipient, ca cel ilustrat in
FIG. 1B. Aceastd abordare la inactivarea hiperbaricd a microorganismelor transmite multiple avantaje,
inclusiv consecventa prelucrarii probei, usurinta de decontaminare a dispozitivelor (in caz de rupturd a
pungii) si sansd redusd de contaminare (de exemplu, chiar dacd o pungé devine contaminatd, balanta lotului
poate ramane curatd).

Intr-o altd varianta de realizare a primului obiectiv, dispozitivul contine un dispozitiv de presd cu piston
precum cel descris In FIG. 2A. Dispozitivul hiperbaric (1) comunicd cantitdti controlate de presiune la
probe. Presiunea este initial comunicatd la o camerd de fluid primar (8) printr-o camerd intensificatoare de
presiune (9), care primeste aer/lichid de inaltd presiune dintr-un dispozitiv intensificator de presiune.
Presiunea in camera de fluid primar (8) se comunica la camera de fluid de inaltd presiune (3) prin plunger
(5). Inainte de extinderea plungerului (5), fluidul intrd intr-o camerd de fluid de inalta presiune (3) prin
mtermediul gurii de intrare (2) in timp ce plungerul de presiune (5) este retras. Plungerul (5) se extinde apoi
in pozitia ilustrata in FIG. 2A, iar garnitura de etansare (6) si placa de obturare (7) previn scurgerca
fluidului din camera de fluid de inaltd presiune (3). Dupa terminarea ciclului de presurizare §i depresurizare
(s), fluidul este evacuat prin gura de evacuare (4). Intr-o variantd de realizare, dispozitivul hiperbaric
contine componente astfel cum este indicat in FIG. 3,4, 551 6.

Intr-o varianta de realizare particulard, probele pot fi prelucrate de cétre dispozitivul hiperbaric conform
schemei prezentate in FIG. 7. Descrierea prevede astfel o metoda de repliere/solubilizare sau dezagregare a
proteinelor, sau de inactivare a agentilor patogeni pastrand in acelasi timp imunogenitatea lor, care include
etapele de:

1) plasare a unei probe intr-o camerd de incércare;

2) extindere a unui cilindru de incércare;

3) Indepartare a probei din camera de Incércare;

4) retragere a cilindrul de incarcare;

5) pozitionare a probei in camera de inaltd presiune;

6) extindere a avansurilor unui cilindru drept pentru a executa o garniturd de etansare, care sd permitad
umplerea unui multiplicator de presiune cu un fluid;

7) extindere a unui cilindru stang;

8) extindere in continuare a cilindrului stdng pentru a sigila camera de presiune ridicatd;

9) pozitionare a unui bloc care impiedica retragerea cilindrului stdng sub forta presiunii;

10) extindere a cilindrului drept mai spre stdnga pentru a creste presiunea;

11) eliberare a presiunii;

12) retragere a blocului;
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13) retragere a cilindrului stang pentru a permite drenarea fluidului;

14) revenire a multiplicatorului de presiune la pozitia sa initiala;

15) extindere a corpului pentru a descarca proba;

16) extindere a cilindrului de incarcare.

Intr-o variantd de realizare, dispozitivul contine astfel un mijloc de receptie a suporturilor de pungd si
livrarea sau pozitionarea lor pentru a fi expuse la presiunea hidrostatica ridicatd (PHR - HHP), produsd prin
actiunea ansamblului de presd/piston izostatic. Dispozitivul confine mijloace de expunere a pungilor la
temperaturi si presiuni specifice pentru anumite perioade de timp specifice. Dispozitivul poate avea o retea
locala de alimentare cu apd circulantd pentru a controla cu precizie temperatura mantalei dispozitivului.
Temperatura mantalei si reteaua de alimentare cu apd circulantd poate varia astfel cum este indicat in
Tabelul 1. Dispozitivul poate aplica un interval larg de presiune, pana la, de exemplu 7000 de bari, 8000 de
bari, 9000 de bari sau 10,000 de bari. Dispozitivul poate include orice numdr de componente pentru a
realiza presiunile si temperaturile necesare.

Tabelul 1. Extremele si temperaturile medii din mantaua de 50L, ca raspuns la schimbarile temperaturii
initiale a mantalei §i temperatura apei pentru productie. Pmax = 3500 de bari; V = 1000 bari/min, Ceai |
orda, 1 ciclu: Pmax = 3500 de bari, V = 1000 bari/min, platou 1 ord, 1 ciclu.

T-api (°C) T-local (°C) T-min (°C) T-max (°C)

15 18 12,75 23,68
15 20 13,57 23,68
15 22 14,38 23,68
15 24 14,99 23,69
15 26 1491 23,69
20 18 15,65 28,84
20 20 16,47 28,84
20 22 17,28 28,84
20 24 18,10 28,84
20 26 18913 28,84
25 18 18,56 33,99
25 20 19,37 33,99
25 22 20,19 33,99
25 24 21,0 33,99
25 26 21,82 33,99
27 15 18,5 36

27 27 23,38 36,05

Intr-o altd variantd de realizare a primului obiectiv, dispozitivul mai confine un mijloc de
decontaminare. Mijloacele de decontaminare pot prevedea curafarea generald, asa cum se cere la orice
dispozitiv utilizat pentru a produce produs biologic farmaceutic, si/sau pot fi utilizate pentru a steriliza
dispozitivul in cazul unei rupturi a pungii pentru probe.

Intr-o altd variantd de realizare, dispozitivul mai contine un mijloc de monitorizare a starii de inactivare
a probei (SISM). Mijloacele SISM pot contine ace sau alte dispozitive de sondare adecvate adaptate pentru
a elimina aseptic portiunile de probe definite (din pungile pentru probe), la momente potrivite pe tot
parcursul procesului de inactivare hiperbarica. Astfel, mijloacele SISM pot asista utilizatorul dispozitivului
in determinarea atingerii inactivarii complete a microorganismului. Mijloacele SISM mai pot include orice
numdr de analize de determinare a viabilitafii automatizate utile pentru determinarea stéarii de inactivare a
microorganismelor. Dispozitivul poate fi proiectat pentru a ajusta In mod automat conditiile de temperaturd
si timp pe baza unor date generate de mijloacele SISM.

In exemplele de realizare, in care nu sunt incluse mijloace SISM, cinetica de inactivare este determinatd
de la caz la caz, stocatd si re-utilizatd dupa cum este necesar. In timpul evaludrii QC dupa inactivare,
probele pot fi considerate ca fiind inactivate necorespunzdtor, si pot fi supuse la runda (runde)
suplimentard(e) de inactivare. Datele QC pot fi stocate pentru a ajusta cinetica de inactivare pentru un
anumit tip §i concentratie de microorganisme.

Dispozitivul are in mod necesar cel putin o interfata utilizator programabild a calculatorului. Interfata
calculatorului permite utilizatorului dispozitivului sd controleze toate functiile dispozitivului. Interfata
controleazd cel putin un mijloc de stocare a datelor, care Inregistreazd toate datele obfinute in cursul
ciclurilor de inactivare, incluzand, dar nelimitandu-se la, temperatura mantalei, temperatura apei si starea de
inactivare a probei. Interfata poate afisa informatiile in formad de grafice, scoase la un mijloc de
reprezentare vizuala, si/sau afisa datele Intr-un tabel de format mare convenabil pentru utilizator sau alta
aplicatie software de prelucrare a datelor adecvata.
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Un al doilea obiectiv al prezentei descrieri este de a oferi metode pentru inactivarea microorganismelor
pastrand in acelasi timp imunogenitatea lor. Intr-o varianti de realizare, metoda include etapele de supunere
a microorganismelor la conditii hiperbarice la temperaturi controlate pentru anumite perioade de timp.
Metoda poate include, de asemenea, etapele de alternare intre presiuni mai mari §i mai mici pentru anumite
perioade de timp si la temperaturi specifice. Modelarea valorii extensive a fost efectuatd, care este descrisd
in continuare in descrierea detaliati de mai jos. In general, temperatura camerei a fost de la 15°C pani la
26°C, iar temperatura apei din dispozitiv a fost de la 15°C péna la 27°C.

Intr-o alta varianta de realizare a celui de-al doilea obiectiv, microorganismele sunt complet inactivate si
incapabile de a provoca infectie, dar sunt capabile de a provoca un rdspuns imun la un animal susceptibil la
acesta. Intr-o varianta de realizare, rdspunsul imun este un rdspuns imun protector. Intr-o altd variantd de
realizare, microorganismele sunt chiar mai imunogene decit aceleasi microorganisme care au fost
mactivate chimic. Intr-o incd altd variantd de realizare, microorganismele sunt mai imunogene pentru ca
tratamentul hiperbaric a demascat un epitop imunogen.

Un al treilea obiectiv al descrierii este de a furniza metode pentru determinarea stérii de inactivare a
microorganismelor In timpul si dupd realizarea metodelor de inactivare hiperbarice. Starea de inactivare
poate fi determinatd prin orice numaér de analize de determinare a viabilitatii si poate fi utilizatd pentru a
ajusta si optimiza parametrii de inactivare hiperbarici (adicd presiunea, temperatura, timpul). Integritatea
si/sau disponibilitatea epitopului poate fi, de asemenea, monitorizatd si evaluatd pentru a determina
parametrii optimi de inactivare.

Un al patrulea obiectiv al descrierii este de a furniza compozitii imunogene care contin microorganisme
mactivate hiperbaric. Intr-o variantd de realizare, compozitiile imunogene sunt compozitii de vaccin, care
provoacd in vivo la un animal un rdspuns imun protector. Compozitiile pot fi mai sigure §i mai eficiente
decat comporzitiile comparabile produse cu utilizarea microorganismelor inactivate chimic. Intr-o varianti
de realizare, vaccinurile contin Leptospira sau Erysipelothrix rhusiopathiae inactivate hiperbaric.

Deoarece dispozitivul hiperbaric descris poate fi utilizat pentru a inactiva o varietate largd de
microorganisme, compozitiile care contin orice microorganism astfel inactivat sunt contemplate de prezenta
descriere.

Un al cincilea obiectiv al descrierii este de a furniza metode care includ utilizarea dispozitivului
hiperbaric pentru a replia/solubiliza proteinele pentru diverse aplicatii biologice moleculare. Intr-o variantd
de realizare, prezenta descriere se referd la o metodd pentru producerea unei proteine solubile, dezagregate,
repliate sau active, exprimate in procariote sau eucariote care cuprinde etapele de (i) preparare a
cluziunilor virale intr-un tampon care nu contine sau contine o concentratie scdzutd de uree pentru a
forma o suspensie de incluziuni virale; si (ii) supunere a suspensiei de incluziuni virale la o presiune inaltd
pentru o perioada de timp.

in alta variantd de realizare, prezenta descriere se referd la o metodd de producere a unei proteine
solubile, dezagregate, repliate sau active, exprimate in procariote sau eucariote care cuprinde etapele de (1)
preparare a incluziunilor virale intr-un tampon care nu contine sau contine o concentrafie scdzutd de uree
pentru a forma o suspensie de incluziuni virale; si (i) supunere a suspensiei de incluziuni virale la o
presiune Inaltd pentru o perioada de timp; si (iil) mentinere a presiunii inalte aplicate la incluziunile virale
pentru o perioada de timp.

Intr-un aspect, solutia tampon poate contine Ditiotreitol (DTT). Intr-un alt aspect, concentratia DTT
poate varia de la aproximativ | mM péana la aproximativ 100 mM, aproximativ 1 mM péand la aproximativ
90 mM, aproximativ | mM péand la aproximativ 70 mM, aproximativ 1 mM pénd la aproximativ 60 mM,
aproximativ 1 mM péana la aproximativ 50 mM sau aproximativ 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM,
7 mM, 8§ mM, 9 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM. Intr-un aspect, ureca poate sd nu fie
prezenta in solutia tampon. Intr-un alt aspect, ureea poate fi prezentd In solutia tampon la o concentratie de
aproximativ 1M, aproximativ 2M, aproximativ 3M, aproximativ 4M, aproximativ 5SM, aproximativ 6M,
aproximativ 7M, aproximativ 8M, aproximativ 9 M si aproximativ 10M.

Intr-un alt aspect, presiunea inaltd poate fi in intervalul de la aproximativ 1000 bari pand la aproximativ
5000 bari, de la aproximativ 2000 bari pand la aproximativ 4000 bari. Presiunea inaltd poate fi orice
presiune in intervalul de la aproximativ 2000 de bari pana la aproximativ 4000 de bari, de exemplu, dar nu
limitativ la 2000 de bari, 2100 de bari, 2200 de bari, 2300 de bari, 2400 de bari, 2500 de bari, 2600 de bari,
2700 de bari, 2800 de bari, 2900 de bari, 3000 de bari, 3100 de bari, 3200 de bari, 3300 de bari, 3400 de
bari, 3500 de bari, 3600 de bari, 3700 de bari, 3800 de bari, 3900 de bari si 4000 de bari.

Intr-un alt aspect, cresterea treptatd a presiunii poate fi efectuati continuu sau treptat. Intr-un aspect,
cresterea treptatd a presiunii este aplicatd la suspensia de incluziuni virale, prin cresterea continud a
presiunii la o vitezd constantd pe o perioadd de timp pentru a atinge presiunea Inaltd finald doritd. De
exemplu, presiunea este crescutd la rata de aproximativ 200 bari/min — 1000 bari/min continuu timp de
aproximativ 2 minute — 10 min pentru a ajunge 2000 de bari, la o ratd de aproximativ 200 bari/min — 1000
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bari/min continuu timp de aproximativ 3 min — 15 min pentru a atinge 3000 de bari, la o ratd de
aproximativ 200 bari/min — 1000 bari/min continuu timp de aproximativ 4 minute — 20 min pentru a atinge
4000 de bari, la o ratd de aproximativ 200 bari/min — 1000 bari/min continuu timp de aproximativ 5 minute
— 25 de minute pentru a atinge 5000 de bari. Intr-un alt aspect, cresterea treptata a presiunii este aplicatd in
trepte. De exemplu, presiunea este crescuta la 1000 bari/min timp de un minut pentru a atinge 1000 de bari,
atunci presiunca de 1000 de bari este mentinutd timp de o ord pentru a relaxa proteina, dupa perioada de
relaxare, presiunea este crescutd din nou la 1000 bari/min timp de un minut pentru a atinge presiunea fnaltd
finald dorita de 2000 de bari.

Pentru a atinge presiunea inaltd finald doritd de 3000 de bari, 4000 de bari si 5000 de bari, aceeasi
crestere treptatd a presiunii la 1000 bari/min timp de un minut cu relaxarea intermediard a proteinei timp de
o ord poate fi utilizatd. De exemplu, presiunea este crescutd la 1000 bari/min timp de un minut pentru a
atinge 1000 de bari, atunci presiunea de 1000 de bari este mentinuta timp de o ord pentru a relaxa proteina,
presiunea este crescutd din nou la 1000 bari/min timp de un minut pentru a atinge presiunea de 2000 de
bari, atunci presiunea de 2000 de bari este mentinutd timp de o ord pentru a relaxa proteina pentru a doua
oard, presiunea este crescutd din nou la 1000 bari/min timp de un minut pentru a atinge presiunea finald
doritd de 3000 de bari. Pentru a atinge presiunea finald doritd de 4000 de bari, presiunea este crescutd la
1000 bari/min timp de un minut pentru a atinge 1000 de bari, atunci presiunea de 1000 de bari este
mentinutd timp de o ord pentru a relaxa proteina, presiunea este crescutd din nou la 1000 bari/min timp de
un minut pentru a atinge presiunea de 2000 de bari, atunci presiunea de 2000 de bari este mentinutd timp de
o ord pentru a relaxa proteina pentru a doua oard, presiunea este crescutd din nou la 1000 bari/min timp de
un minut pentru a atinge presiunea finald doritd de 3000 de bari, atunci presiunea de 3000 de bari este
mentinutd timp de o ord pentru a relaxa proteina pentru a treia oard, presiunea este crescutd din nou la 1000
bari/min timp de un minut pentru a atinge presiunea finala doritd de 4000 de bari.

Suspensia de incluziuni virale poate fi tratatd sub presiunea inaltd timp de aproximativ 10 ore pand la
aproximativ 100 de ore, aproximativ 20 de ore pand la aproximativ 100 de ore. Tratamentul cu presiune
naltd este, de preferintd, efectuat timp de mai mult de 24 de ore, de exemplu, aproximativ 25 de ore pand la
aproximativ 100 de ore, aproximativ 25 de ore pand la aproximativ 80 de ore, aproximativ 25 de ore pana la
aproximativ 60 de ore, aproximativ 25 de ore pand la aproximativ 50 de ore, aproximativ 25 de ore,
aproximativ 26 de ore, aproximativ 27 de ore, aproximativ 28 de ore, aproximativ 29 de ore, aproximativ
30 de ore, aproximativ 31 de ore, aproximativ 32 de ore, aproximativ 33 de ore, aproximativ 34 de ore,
aproximativ 35 de ore, aproximativ 36 de ore, aproximativ 37 de ore, aproximativ 38 de ore, aproximativ
39 de ore, aproximativ 40 de ore, aproximativ 41 de ore, aproximativ 42de ore, aproximativ 43 de ore,
aproximativ 44 de ore, aproximativ 45 de ore, aproximativ 46 de ore, la aproximativ 47 de ore, aproximativ
48 de ore, aproximativ 49 de ore, aproximativ 50 de ore.

in altd varianti de realizare, prezenta inventie prevede o metodd pentru producerea unei proteine
solubile, dezagregate, repliate sau active, exprimate in procariote sau eucariote care cuprinde etapele de (1)
preparare a incluziunilor virale intr-un tampon care nu contine sau contine o concentrafie scdzutd de uree
pentru a forma o suspensie de incluziuni virale; si (i) supunere a suspensiei de incluziuni virale la o
presiune Inaltd pentru o perioada de timp; si (iil) mentinere a presiunii inalte aplicate la incluziunile virale
pentru o perioada de timp; si (iv) restabilirea proteinei prin depresurizare.

Proteina poate fi selectatd dintre proteinele membranare, antigeni de suprafatd sau orice proteind de
interes antigenic, incluzand, dar fard a se limita la, proteinele membranare Leptospira si proteinele de
suprafatd Bordetella.

Depresurizarea poate fi efectuatd la rata de circa 83 bari/min — 200 bari/min. Procariotele contemplate
in prezenta inventie pot include Avibacterium, Brucella, Escherichia coli, Haemophilus (de exemplu,
Haemophilus suis), Salmonella (de exemplu, Salmonella enteritis, Salmonella typhimurium, Salmonella
infantis), Shigella, Pasteurella i Rimeirella.

In sistemele procariote, un numar de vectori de expresie poate fi selectat. Astfel de vectori includ, dar
nu sunt limitati la, vectori de expresie si clonare a E. coli multifunctionali, cum ar fi pBLUESCRIPT
(Stratagene); vectori piN (Van Heeke & Schuster, J. Biol Chem 264:5503 5509 (1989)); si altii asemencea;
vectori PGEX (Promega, Madison, Wis.). In sistemele eucariote, liniile de celule pot fi drojdii (cum ar fi
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), celule de baculovirus, celule de mamifere, celule de plante.
Vectorii de expresie ai sistemelor eucariote includ, dar nu sunt limitati la, vectorii pVR1020 sau pVT1012
(Vical Inc., San Diego, CA), vectorul PichiaPink (Invitrogen, CA, USA), vectorul pFasBac TOPO
(Invitrogen).

Metoda pentru producerea unei proteine solubile, dezagregate, repliate sau active, exprimate in
procariote sau eucariote prevazutd in prezenta inventie poate fi utilizatd pentru a solubiliza orice proteine.
Proteinele pot include anticorpi si insulind. Proteinele pot include, de asemenea, orice proteine terapeutice,
inclusiv factori de coagulare, hormoni peptidici si altii asemenea.
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in alti varianti de realizare, prezenta inventie prevede o compozilie sau vaccin care contine un
microorganism inactivat hiperbaric, inclusiv virus. Microorganismul poate, de exemplu, s fie un protozoar
(de exemplu giardia, tripanosoma, amiba, malaria tertd fulminantd si altele asemenea), un virus (de
exemplu PCV2, Rota, West Nile, FMD, alicnatie mintald, rabie, gripa, herpes, diarce, bovine, boald a
bursei sinoviale infectioasd, rinitd infectioasd, adenovirus, poxvirus si altele asemenca), sau o bacterie
(Erysipelothrix rhusiopathiae, E. coli, stafilococ, coccidii, streptococ, mioplasma hiopneumonicd,
helicobacter si altele asemenea), si un purtitor, excipient, vehicul sau adjuvant acceptabil farmaceutic sau
veterinar.

in alti variantd de realizare, prezenta inventie prevede o metodd pentru inactivarea hiperbaricd a unei
suspensii de celule de Bordetella pertussis (B. pertussis) care cuprinde etapele de:

(a) producere a unei suspensii de celule de Bordetella pertussis intr-un mediu de culturd,

(b) concentrare a suspensiei de celule produse in mediul de culturd mentionat, optional suplimentat cu
solutie fiziologicd (0,9% NaCl) sau o solutie-tampon care nu depéseste 25% din volumul final (V/V),

(¢) Incidlzire a suspensiei de celule concentratd la o temperaturd cuprinsd intre 50°C si 54°C, si

(d) inactivare a suspensiei de celule concentrate tratate termic prin tratarea cu presiune naltd, in care
presiunea inaltd este mai mare de 2000 de bari, dar mai mica de 6000 de bari.

Orice mediu lichid convenabil pentru cultura de B. pertussis poate fi utilizat. Acesta poate fi, in special,
mediul Cohen Wheeler (American Journal of Public Health, 1946, 36, 371-376), mediul Verwey
(J.Bacteriol 1949, 58:127-134) sau un mediu definit chimic astfel cum este descris de Stainer D.W. et al.
(Journal of General Microbiology 1971, 63, 211-220). De preferintd mediul lichid este mediul Cohen
Wheeler care derivd din mediul fluid original Horni-brooks si s-a dovedit a fi deosebit de adecvat pentru
cultivarea pe scard largd a B. pertussis. Compozitia mediului Cohen Wheeler contine o sursd de azot cum ar
fi acizi Casamino sau hidrolizat de cazeind, un amestec de saruri anorganice (fosfat monopotasic, clorura de
magneziu, clorurd de calciu, sulfat feros, sulfat de cupru), amidon solubil, un extract de drojdie si un derivat
al cisteinei selectat din grupul constind din cisteind, o sare a cisteinei precum hidroclorura de cisteina,
hidroclorura de cistind si glutation. Optional compozitia Cohen Wheeler poate contine componente
suplimentare, cum ar fi aminoacizi si/sau clorurd de sodiu. De obicei extractul de drojdie este sub forma
unui extract de drojdie hidrolizatd sau un extract de drojdie autolizatd si a fost dializat sau ultrafiltrat.

Suspensia de B. pertussis produsid se recolteazd si se concentreazi, de exemplu prin centrifugare si
resuspendarea peletei de celule cu un volum redus de supernatant de culturd care este optional suplimentat
cu solutie fiziologicd (0,9% NaCl) sau o solutie tampon, cum ar fi o solutie-tampon fosfat, care nu
depéseste 25% din volumul final (V/V) sau prin filtrare cu flux tangential, astfel incat concentratia finala a
celulelor este de obicei intre 109 si 1013 UFC/mL. De obicei, volumul final al suspensiei de celule
concentrate este 10 pand la 20 de ori mai mic decat volumul recoltei. Suspensia concentratd de B. pertussis
se Incélzeste apoi la o temperaturd controlata cuprinsa intre 50° si 54°C (limitele inclusiv) pentru o perioada
de timp care reduce viabilitatea celulard a unui factor la aproximativ 10* pand 1a10° (masuratd in CFU/mL),
precum si toxicitatea toxinelor pertussis prevenind in acelasi timp denaturarea termicd a proteinelor. Acest
efect poate fi obtinut prin incilzirea suspensiei concentrate timp de 30 minute la o temperaturd controlatd
mtre 50° si 54°C (limitele inclusiv). De preferinta, perioada de timp In care temperatura este intre 38°C si
54°C este, de asemenea, luatd in considerare la incélzirea suspensiei concentrate. De exemplu, perioada de
timp in care suspensia concentratd este incilzitd intre 38°C si 54°C, care include perioada de 30 de minute
in care temperatura este cuprinsa intre 50° si 54°C poate dura intre 40 si 90 de minute sau Intre 50 si 80 de
minute, sau chiar Intre 55 si 70 de minute (limitele inclusiv). Setarea acestor parametri de temperaturd poate
fi monitorizatd cu usurintd de un program automat de incdlzire controlatd in conformitate cu care
temperatura suspensiei de celule concentrate este crescutd treptat de la 38°C la 50° in decursul unei
perioade de timp definite (de exemplu 10 pand la 20 de minute), urmatd de o perioadd de timp de 30 de
minute, In care temperatura este mentinutd intre 50 si 54°C (limitele inclusiv) si in final o perioadd de timp
definitd (de exemplu 10 pana la 20 de minute) in care temperatura suspensiei de celule concentrate este
scazuta treptat de la 50°C péana la 38°C.

Suspensia de celule concentrata si tratatd termic de B. pertussis este in cele din urma complet inactivata
prin tratament hiperbaric in condifii care pastreaza imunogenitatea tuturor bacteriilor inactivate. Acest efect
este obtinut prin supunerea suspensiei de celule concentrate si tratate termic la o presiune inaltd, care este
mai mare de 2000 de bari, dar mai micd de 6000 de bari, folosind in special dispozitivul hiperbaric din
prezenta inventie. Aceasta poate fi, de exemplu, dar nu limitativ la 2500 de bari, 3000 de bari, 3500 de
bari, 4000 de bari, 4500 de¢ bari, 5000 de bari, 5500 de bari. Cu cét presiunea este mai inaltd cu atat mai
scurtd este perioada necesara pentru tratamentul cu presiune inaltd. Mai precis, presiunea naltd poate fi
orice presiune in intervalul de la 3000 de bari pana la 5000 de bari (limitele incluse), de exemplu, dar nu
limitativ la 3000 de bari, 3100 de bari, 3200 de bari, 3300 de bari, 3400 de bari 3500 de bari, 3600 de bari,
3700 de bari, 3800 de bari, 3900 de bari, 4000 de bari, 4100 de bari, 4200 de bari, 4300 de bari, 4400 de
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bari, 4500 de bari, 4600 de bari, 4700 de bari, 4800 de bari, 4900 de bari, S000 de bari. In acest interval de
presiune Inaltd, tratamentul cu presiune naltd este de cel putin 15 minute, dar de obicei durata este in
intervalul de la 15 minute pand la 180 de minute si se ajusteazd in functie de puterea presiunii inalte care
este aplicata la suspensia de celule concentratd si tratatd termic. Cand presiunca inaltd care se aplicd este de
3000 de bari, tratamentul cu presiune inaltd trebuie sd dureze mai mult de 30 de minute, de exemplu 90 de
minute, 100 de minute, 110 minute, 120 de minute, 130 de minute, 140 de minute, 150 de minute, 160 de
minute, 170 de minute sau 180 de minute. Pe de altd parte, atunci cdnd presiunea inaltd care trebuie aplicatd
este In intervalul de la 4000 de bari pand la 5000 de bari (limitele incluse) durata tratamentului cu presiune
inaltd poate fi scurtatd, de exemplu 30 de minute sau chiar mai putin, dar din precautic se recomandi de a
trata in timpul unei perioade de timp de la 30 de minute pand la 180 de minute. Acesta poate fi, de exemplu,
dar nu limitativ de 30 de minute, 40 de minute, 50 de minute, 60 de minute, 70 de minute, 80 de minute, 90
de minute, 100 de minute, 110 minute, 120 de minute, 130 de minute, 140 de minute, 150 de minute, 160
de minute, 170 de minute sau 180 de minute, de exemplu un tratament timp de 90 de minute la 4000 de
bari. In acest interval de presiune inaltd si perioadd de timp, s-a observat o lipsd a fenomenului de
restabilire, ceca ce inseamna cd inactivarea bacteriilor este ireversibild si definitivd, deoarece nu exista
bacterii mai viabile dupd o perioada de repaus.

Suspensia concentrata complet inactivata de B. pertussis obtinutd prin combinatia de tratament termic si
tratament hiperbaric conform procedeului inventici isi pastreazd proprietitile imunogene bune, deoarece
eficacitatea sa este bine conservatd si comparabila cu cea a unei unui vaccin de referintd calibrat comparabil
cu standardul international pentru vaccinul Pertussis sau un vaccin standard echivalent aprobat de citre
autoritatea internationald de reglementare. Toxinele din preparat sunt bine neutralizate deoarece testul de
addugare in greutate pe soareci dd rezultate satisfacdtoare. Observatia prin microscopie electronicd de
scanare aratd cd nu existd modificiri morfologice vizibile in populatia de bacterii inactivate dupa
tratamentele termic si hiperbaric. Este in principal preparatd din bacterii intregi inactivate fard proportie
semnificativd a bacteriilor litice si aratd ca populatia de bacterii care au fost inactivate prin tratament chimic
cu mertiolat. Mai mult decat att, procedeul inventiei poate fi usor realizat la scard industriald, deoarece
dispozitivul hiperbaric al inventiei a fost conceput pentru a trata volume importante de material biologic
(50 de litri sau mai mult). Procedeul, conform inventiei, reprezintd o bund alternativa la inactivarea chimica
clasicd a B. pertussis prin mertiolat i reprezintd o noud oportunitate pentru fabricarea unui vaccin Perfussis
cu celuld intreagd inactivatd. Prin urmare, un alt obiectiv al prezentei inventii se referd la un procedeu
pentru fabricarea unui vaccin Pertussis cu celuld intreaga care cuprinde etapele de 1) inactivare a unei
suspensii de celule concentrate de Bordetella pertussis prin tratamente termic si hiperbaric astfel cum este
descris 1n inventie si 2) diluare a suspensiei de celule inactivate concentrate de B. pertussis intr-un excipient
acceptabil farmaceutic inainte de a fi divizat in dispozitive de ambalare.

Purtatorii, adjuvantul sau vehiculele sau excipientii acceptabili farmaceutic sau veterinar sunt bine
cunoscufi specialistilor in domeniu. Purtdtorii, adjuvantul sau vehiculele sau excipientii acceptabili
farmaceutic sau veterinar care pot fi utilizafi pentru metodele din aceastd inventie includ, dar nu sunt
limitati la, solutie de NaCl de 0,9% (de exemplu, solutie salind) sau o solutie-tampon fosfat, poli-(L-
glutamat) sau polivinilpirolidond. Purtdtorul sau vehiculul sau excipientii acceptabili farmaceutic sau
veterinar pot fi orice compus sau combinatie de compusi care faciliteazd administrarea vectorului (sau
proteina exprimatd dintr-un vector inventiv in vitro), sau faciliteazd transfectia sau infectia si/sau
imbunatiteste conservarea vectorului ( sau proteinei). Dozele si volumele dozelor sunt discutate aici in
descrierea generald si pot fi, de asemenea, determinate de catre specialistii in domeniu din aceastd descriere
coroborata cu cunostintele din domeniu, fard nici o experimentare exagerata.

Vaccinul cu subunitate (proteind) poate fi combinat cu adjuvanti, cum ar fi emulsii ulei-in-apd, apa-in-
ulei-in-apa pe bazd de ulei mineral si/sau ulei vegetal si surfactanti neionici, cum ar fi bloc-copolimerii,
TWEEN®, SPAN®. Astfel de emulsii sunt in special cele descrise in pagina 147 din “Vaccine Design — The
Subunit and Adjuvant Approach”, Pharmaceutical Biotechnology, 1995, sau emulsii TS, in special emulsia
TS6, si emulsii LF, in special emulsia LF2 (atit ambele emulsii TS si LF, a se vedea WO 04/024027). Alti
adjuvanti adecvati sunt, de exemplu vitamina E, saponine si Carbopol® (Noveon; a se vedea WO 99/51269,
WO 99/44633), hidroxid de aluminiu sau fosfat de aluminiu (“Vaccine Design, The subunit and adjuvant
approach,” Pharmaceutical Biotechnology, vol. 6, 1995), adjuvanti biologici (de exemplu C4b, in special
C4b murin (Ogata RT et al.) sau C4b, GM-CSF cabalin, in special GM-CSF cabalin (US 6645740)), toxine
(adicd toxinele holerice CTA sau CTB, toxine termolabile Escherichia coli LTA sau LTB (Olsen C W et
al.; Fingerut E et al.; Zurbriggen R et al. Peppoloni S et al.), s1 CpG (adicd CpG # 2395 (a se vedea Jurk M
et al.), CpG # 2142 (a se vedea SEQ. ID. NO: 890 in EP 1,221,955)). Alti adjuvanti includ poli A-poliU,
bromurad de dimetildioctadecilamoniu (DDA) (“Vaccine Design The Subunit and Adjuvant Approach”,
edited by Powell and Newman, Pharm. Biotech., 6: p.03, p.157); N,N-dioctadecil-N',N'-bis(2-
hidroxietil)propandiamind (cum ar fi AVRIDINE®) (Ibid, p.148) si carbomer, chitozan (a se vedea brevetul
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US 5980912, de exemplu); polimeri ai acidului acrilic sau metacrilic, anhidridd maleica si polimeri
derivativi ai alchenilului, lipide cationice care contin o sare cuaternard de amoniu, citochine. Orice
combinatic de adjuvanti poate fi de asemenea utilizata.

Intr-o variantd de realizare, o solutie de adjuvant, in special de carbomer (Pharmeuropa, vol. 8, No.2,
June 1996), s¢ prepard in apd distilatd, in mod avantajos in prezenta clorurii de sodiu, solutia obtinuta fiind
la un pH acid. Aceastd solutie-mama se dilueazd prin adaugarea ei la cantitatea doritd (pentru obtinerea
concentratiei finale dorite), sau a unei parti substantiale a acesteia, de apa incéarcatd cu NaCl, in mod
avantajos cu solutie fiziologicd (NaCl 9 g/l) toate in acelasi timp in cAteva portiuni cu neutralizarea
concomitentd sau ulterioard (pH 7,3 pand la 7,4), in mod avantajos cu NaOH. Aceasta solufie la pH
fiziologic este utilizatd pentru amestecarea cu vaccinul, care poate fi stocatd in special in forma liofilizata,
lichida sau congelata. Concentratia polimerului in compozitia de vaccin finald poate fi de la 0,01% péna la
2% m/v, 0,06 pana la 1% m/v sau 0,1 pana la 0,6% m/v.

Un alt aspect al inventiei se referd la o metodd pentru inducerea unui rdspuns imunologic la un animal
impotriva unuia sau mai multor antigeni sau un raspuns protector la un animal Impotriva unuia sau mai
multor agenti patogeni, metodd datd cuprinde inocularea animalul ului cel putin o datd cu vaccinul sau
compozitia farmaceutica conform prezentei inventii. Un alt aspect al inventiei se referd la o metodd pentru
inducerea unui raspuns imunologic la un animal la unul sau mai multe antigeni sau un raspuns protector la
un animal Tmpotriva unuia sau mai multor agenti patogeni Leishmania intr-o schemd@ de prime-boost
administrare, care include cel putin o administrare primard si cel putin o booster-administrare utilizand cel
putin o polipeptidd, antigen, epitop sau imunogen comun. Compozitia imunologicd sau vaccinul utilizat in
administrarea primard poate fi acelasi, poate fi de naturd diferita de cele utilizate ca un booster.
Administrarea primard poate cuprinde una sau mai multe administrari. In mod similar, booster-
administrarea poate cuprinde una sau mai multe administrari. Administrérile prime-boost pot fi efectuate 2
pana la 6 sdptdmani, de exemplu, aproximativ 3 sdptdmani. Conform unei variante de realizare, un booster
semi-anual sau un booster anual, in mod avantajos utilizand vaccinul subunitar (proteina) este de asemenea
preconizat.

O varietate de cdi de administrare pot fi utilizate In afard de subcutanat sau intramuscular, cum ar fi
intradermic sau transdermic.

Compozitia sau vaccinul conform inventiei confine sau constd esential din sau constd dintr-o cantitate
eficienta pentru a obtine un raspuns terapeutic de una sau mai multe polipeptide astfel cum este descris in
prezentul document; si, o cantitate eficientd poate fi determinatd din aceastd descriere, incluzind
documentele Incorporate aici, ct si cunostintele din domeniu, fard experimentare exagerata.

Pentru compozitia sau vaccinul care contine proteina exprimatd conform prezentei inventii, o dozd
poate include, de la aproximativ 1 pg pand la aproximativ 2000 pg, aproximativ 5 pg pana la aproximativ
1000 ng, aproximativ 10 pg pand la aproximativ 100 pg, aproximativ 20 pg pand la aproximativ 1000 pg,
aproximativ 30 pg pand la aproximativ 500 pg, sau aproximativ 50 pg pand la aproximativ 500 pg.
Volumele de doze pot fi intre aproximativ 0,1 ml pana la aproximativ 10 ml, sau intre aproximativ 0,2 ml
péana la aproximativ 5 ml.

Prin ,antigen” sau ,,imunogen” se Intelege o substantd care induce un raspuns imun specific la un
animal gazda. Antigenul poate cuprinde un organism intreg, ucis, atenuat sau viu; o subunitate sau portiune
a unui organism; un vector recombinant care confine o insertie cu proprietdfi imunogene; o bucati sau
fragment de ADN capabil de a induce un rdspuns imun la prezentarea la un animal gazda; o polipeptida, un
epitop, o haptend, sau orice combinatie a acestora. Alternativ, imunogenul sau antigenul poate cuprinde o
toxind sau antitoxind.

Termenii ,,proteina”, ,,peptida”, ,,polipeptidd” si ,,fragment polipeptidic” sunt utilizati interschimbabil 1n
prezenta descriere pentru a se referi la polimeri ai resturilor de aminoacizi de orice lungime. Polimerul
poate fi liniar sau ramificat, acesta poate cuprinde aminoacizi modificati sau analogi ai aminoacizilor i
poate fi intrerupt de fragmente chimice altele decat aminoacizi. Termenii includ, de asemenea, un polimer
al aminoacidului care a fost modificat in mod natural sau prin interventie; de exemplu formare a legéturii
disulfurice, glicozilare, lipidare, acetilare, fosforilare sau orice altdi manipulare sau modificare, cum ar fi
conjugarea cu un component bioactiv sau marcat.

Termenul ,,polipeptidd imunogend sau antigen”, astfel cum este utilizat in prezenta descriere, include
polipeptide care sunt imunologic active in sensul cd odatd administrate la gazdd, sunt capabile si evoce un
raspuns imun de tip umoral si/sau celular indreptat mpotriva proteinei. De preferintd, fragmentul de
proteine este de asa naturd incat are substantial aproape aceeasi activitate imunologicd ca si proteina totala.
Astfel, un fragment de proteind, conform inventiei cuprinde sau consta esential din sau constd din cel putin
un epitop sau determinant antigenic. O proteind sau polipeptida ,,imunogend”, astfel cum este utilizata in
prezenta descriere, include secventa de lungime intreagd a proteinei, analogi ai acesteia sau fragmente
imunogene ale acesteia. Prin ,,fragment imunogen” se intelege un fragment al unei proteine care include
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unul sau mai multi epitopi si astfel provoacd raspunsul imunologic descris mai sus. Astfel de fragmente pot
fi identificate utilizdnd orice numar de tehnici de cartografiere a epitopilor, bine cunoscute in domeniu. (A
se vedea, de exemplu, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E.
Morris, Ed., 1996). De exemplu, epitopii liniari pot fi determinati prin, de exemplu, sintetizarea
concomitent a un numadr mare de peptide pe suporturi solide, peptide corespunzéatoare portiunilor moleculei
proteice, sireactia peptidelor cu anticorpi in timp ce peptidele sunt incé legate la suporturi. Astfel de tehnici
sunt cunoscute in domeniu si descrise in, de exemplu, brevetul US 4708871; Geysen et al., 1984; Geysen et
al., 1986. in mod similar, epitopii conformationali sunt usor identificati prin determinarea conformatie
spatiale a aminoacizilor, cum ar fi de exemplu, cristalografia cu raze X si rezonanta magneticd nucleard 2-
dimensionald. Vezi, de exemplu, Epitope Mapping Protocols (Protocoale de cartografiere a epitopilor),
supra. Metodele aplicate in special la proteinele de 7. parva sunt descrise complet in PCT/US2004/022605
incorporate aici prin referinta in intregime.

Astfel cum s-a discutat aici, inventia cuprinde fragmente active i variante ale polipeptidei antigeni.
Astfel, termenul ,,polipeptidd imunogend si antigen” descrie suplimentar deletii, aditii si substitutii la
secventa, atat timp cat polipeptida functioneaza pentru a produce un raspuns imunologic astfel cum este
definit aici. Termenul ,,variatie conservativa” denotd inlocuirea unui rest de aminoacid de citre un alt rest
biologic similar sau inlocuirea unei nucleotide intr-o secventd de acid nucleic astfel incat restul de
aminoacid codificat nu se schimba sau este un alt rest biologic similar. In acest sens, substitutiile preferate
in mod particular vor fi in general conservative in naturd, adicd, acele substitutii care au loc in cadrul unei
familii de aminoacizi. De exemplu, aminoacizii sunt in general divizafi in patru familii: (1) acizi - aspartat
si glutamat; (2) bazici - lizind, arginind, histidind; (3) nepolari - alanind, valina, leucind, izoleucing, prolind,
fenilalanind, metionind, triptofan; si (4) polari neincarcati - glicina, asparagind, glutamind, cistind, serind,
treonind, tirozind. Fenilalanina, triptofanul si tirozina sunt uneori clasificate ca aminoacizi aromatici.
Exemplele de variatii conservative includ substitutia unui rest hidrofob, cum ar fi izoleucina, valina, leucina
sau metionina cu un alt rest hidrofob, sau substitutia unui rest polar cu un alt rest polar, cum ar fi substitutia
argininei cu lizina, acidului glutamic cu acidul aspartic sau glutaminei cu asparagina, si altele asemenea;
sau o Inlocuire conservativd similard a unui aminoacid cu un aminoacid legat structural care nu va avea un
efect major asupra activitdtii biologice. Proteinele care au In mod substanfial aceeasi secventd de
aminoacizi ca molecula de referintd, dar care posedd substitutii de aminoacizi minore care nu afecteaza in
mod substantial imunogenitatea proteinei sunt, prin urmare, in definitia de polipeptida de referintd. Toate
polipeptidele produse prin aceste modificari sunt incluse aici. Termenul ,,variatie conservativa” include, de
asemenea, utilizarea unui aminoacid substituit in locul unui aminoacid parental nesubstituit, cu conditia ca
anticorpii produsi la polipeptida substituitd sd imunoreactioneze cu polipeptida nesubstituita.

Termenul ,,epitop” se refera la site-ul pe un antigen sau haptend la care raspund celule B specifice si/sau
celule T. Termenul este de asemenea utilizat interschimbabil cu ,determinant antigenic” sau ,,sit antigenic
determinant”. Anticorpii care recunosc acelasi epitop pot fi identificati Intr-o analizd imunologicad simpld
care aratd capacitatea unui anticorp de a bloca legarea unui alt anticorp la un antigen tinta.

Un ,raspuns imunologic” la o compozifie sau vaccin este dezvoltarea in gazdd a unui rdspuns imun
celular si/sau mediatd de anticorpi la o compozifie sau vaccin de interes. De obicei, un ,rdspuns
imunologic” include, dar nu se limiteazd la unul sau mai multe dintre urmatoarele efecte: producerea de
anticorpi, celule B, celule T helper si/sau celule T citotoxice, directionate iIn mod specific la un antigen sau
antigeni incluse In compozitia sau vaccinul de interes. De preferintd, gazda va prezenta fie un rdspuns
imunologic terapeutic sau protectiv astfel Incat rezistenta la infectii nou va fi sporitd si/sau severitatea
clinicd a bolii redusa. O astfel de protectic va fi demonstratd fie prin reducerea sau lipsa de simptome si/sau
semne clinice ale bolii prezentate iIn mod normal de o gazdi infectatd, un timp de restabilire mai rapida
si/sau un titru viral redus in gazda infectatd.

Prin ,;,animal” se intelege mamifere, pasari si altele asemenca. Termenul de animal sau gazda, astfel cum
este utilizat in prezenta descriere, include mamifercele si omul. Animalul poate fi selectat din grupul
constand din cabaline (de exemplu, cal), canine (de exemplu, ciini, lupi, vulpi, coioti, sacali), feline (de
exemplu, lei, tigri, pisici domestice, pisici sdlbatice, alte feline mari, si alte feline, inclusiv gheparzii si
rasul), ovine (de exemplu, oi), bovine (de exemplu, vite), porcine (de exemplu, porc), aviare (de exemplu,
pui, ratd, giscéd, curcan, prepelitd, fazan, papagal, cinteze, soim, cioard, struf, emu si cazuar), primate (de
exemplu, prosimian, tarsier, maimutd, gibon, macac), dihori, foci si peste. Termenul ,,animal” include, de
asemenea, un animal individual in toate etapele de dezvoltare, inclusiv etapele de nou-ndscut, embrionar si
fetal.

Daca nu se explicd altfel, toti termenii tehnici si stiintifici utilizati aici au acecasi semnificatie astfel
cum este inteleasd In general de un specialist In domeniul la care se referd aceastd dezviluire. Termenii la
singular ,,0” si ,,un” includ referentii la plural dacd contextul nu indicid in mod clar altfel. fn mod similar,
cuvantul ,,sau” este destinat sa includa ,,$i” dacd contextul nu indicd in mod clar altfel.
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Compozitii

Prezenta inventie se referd la un vaccin sau compozifie cu microorganism inactivat hiperbaric, care
poate confine microorganisme inactivate hiperbaric §i un purtitor, excipient sau vehicul acceptabil
farmaceutic sau veterinar, care provoacd, induce sau stimuleaza un rdspuns la un animal.

Termenul ,acid nucleic” si ,,polinucleotidd” se referd la ARN sau ADN care este liniar sau ramificat,
simplu sau dublu catenar, sau un hibrid al acestuia. Termenul cuprinde, de asemenea, hibrizi ARN/ADN.
Urmatoarele sunt exemple nelimitative de polinucleotide: o gend sau fragment al genei, exoni, introni,
ARNm, ARNt, ARNr, ribozime, ADNc, polinucleotide recombinante, polinucleotide ramificate, plasmide,
vectori, ADN izolat cu orice secventd, ARN izolat cu orice secventd, sonde de acid nucleic i primeri. O
polinucleotidd poate cuprinde nucleotide modificate, cum ar fi nucleotide metilate si analogi ai
nucleotidelor, uracil, alte zaharuri si grupuri de legdturd, cum ar fi fluororibosi si tiolat, si ramuri de
nucleotide. Secventa de nucleotide poate fi modificatd suplimentar dupd polimerizare, cum ar fi prin
conjugare, cu un component de marcare. Alte tipuri de modificari incluse In aceastd definitie sunt cap-urile,
substitutia uneia sau mai multor nucleotide care apar in mod natural cu un analog, si introducerea
mijloacelor pentru legarea polinucleotidei la proteine, ioni metalici, componente de marcare, alte
polinucleotide sau suport solid. Polinucleotidele pot fi obtinute prin sintezd chimicd sau derivate dintr-un
microorganism.

Termenul ,,gend” este utilizat in sens larg pentru a se referi la orice segment de polinucleotidd asociat cu
o functie biologicd. Astfel, genele includ introni si exoni ca in secventa genomicd, sau doar secvente de
codificare ca in cADN-uri si/sau secveniele reglatoare necesare pentru expresia lor. De exemplu, gena de
asemenea se referd la un fragment de acid nucleic, care exprima ARNm sau ARN functional, sau codifica o
proteind specifica, si care include secvente reglatoare.

Un component biologic ,,izolat” (cum ar fi un acid nucleic sau proteind sau organeld) se referd la un
component care a fost separat in mod substantial sau purificat de alte componente biologice in celula
organismului in care componentul apare in mod natural, de exemplu, alte ADN si ARN cromozomiale si
extra-cromozomiale, proteine si organele. Acizii nucleici si proteinele care au fost ,izolate” includ acizi
nucleici §i proteine purificate prin metode standard de purificare. Termenul cuprinde, de asemenea, acizii
nucleici si proteinele preparate prin tehnologia recombinantd, precum si sinteza chimica.

Termenul ,,variatic conservativa” denotd inlocuirea unui rest de aminoacid de citre un alt rest biologic
similar sau inlocuirea unei nucleotide intr-o secventd de acid nucleic astfel incat restul de aminoacid
codificat nu se schimba sau este un alt rest biologic similar. In acest sens, substitutiile preferate in mod
particular vor fi in general conservative in naturd, astfel cum este descris mai sus.

Termenul ,recombinant” Inseamnd o polinucleotidd cu origine semisinteticd sau sinteticd care fie nu
apare In naturd sau este legatd la o altad polinucleotidd Intr-un aranjament care nu se gaseste in naturd.

»Heterolog” inseamnd derivat dintr-o entitate distinctd genetic de restul entitdfii cu care ea este
comparatd. De exemplu, o polinucleotida poate fi plasatd prin tehnici de inginerie genetica intr-o plasmida
sau vector derivat dintr-o sursd diferitd si este o polinucleotidd heterologd. Un promotor indepartat din
secventa sa nativa de codificare si legat operational la o secventd de codificare alta decat secventa nativa
este un promotor heterolog.

Polinucleotidele, conform inventiei, pot cuprinde secvente aditionale, cum ar fi secvente de codificare
aditionale 1n aceeasi unitate de transcriptie, elemente de control, cum ar fi promotorii, ribozomi, situri de
fixare a ribozomului, 5’UTR, 3’UTR, terminatoare de transcriptie, situri de poliadenilare, unitdti de
transcriptie suplimentare sub controlul aceluiasi sau diferit promotor, secvente care permit clonarea,
exprimarea, recombinarea omoloagi si transformarea unei celule gazda, si orice astfel de constructie care
poate fi dezirabild pentru a oferi variante de realizare ale acestei inventii.

Metode de utilizare §i produsul fabricat

Prezenta inventie include urmatoarele variante de realizare a metodelor. Intr-o variantd de realizare este
dezviluitd o metodd de vaccinare a unui animal, care include administrarea unei compozitii care contine un
microorganism inactivat hiperbaric si un purtator, excipient sau vehicul acceptabil farmaceutic sau veterinar
la un animal. Intr-un aspect al acestei variante de realizare, animalul este o porcina.

Intr-o variantd de realizare a inventiei, o schemd prime-boost poate fi utilizatd, care constd din cel putin
o primi administrare si cel putin o booster-administrare utilizdnd cel putin o polipeptida, antigen, epitop
sau imunogen comun. De obiceil compozitia sau vaccinul imunologic utilizat in prima administrare este de
naturd diferitd de cele utilizate ca un booster. Cu toate acestea, se remarcd faptul ci aceeasi compozitie
poate fi utilizatd ca primd administrare si booster-administrare. Acest protocol de administrare se numeste
,prime-boost”.

O schemd prime-boost include cel putin o primid administrare si cel putin o booster-administrare
utilizand cel putin o polipeptidd comund si/sau variante sau fragmente ale acesteia. Vaccinul utilizat in
prima administrare poate fi de naturd diferitd de cele utilizate ca un booster-vaccin ulterior. Prima
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administrarea poate cuprinde una sau mai multe administriri. in mod similar, boost-administrarea poate
cuprinde una sau mai multe administrari.

Volumul dozei compozitiilor pentru speciile {intd care sunt mamifere, de exemplu, volumul dozei
compozitiilor de porc sau de porcine, pe baza antigenilor bacteriene, este in general intre aproximativ 0,1
pana la aproximativ 2,0 ml, intre aproximativ 0,1 pand la aproximativ 1,0 ml si intre aproximativ 0,5 ml
pana la aproximativ 1,0 ml.

Eficacitatea vaccinurilor poate fi testatd aproximativ 2 pana la 4 saptdmani dupd ultima imunizare prin
infectarea controlatd a animalelor, cum ar fi porcine, cu o tulpina virulentd de Erysipelothrix rhusiopathiae.
Ambele tulpini omologe si heterologe sunt utilizate pentru infectare pentru a testa eficacitatea vaccinului.
Animalul poate fi infectat prin injectare IM sau SC, pulverizare, intra-nazal, intra-ocular, intra-traheal si/sau
oral. Probele de la articulatii, plamani, creier si/sau gurd pot fi colectate inainte §i dupa infectare si pot fi
analizate pentru prezenta anticorpilor Erysipelothrix rhusiopathiae-specifici.

Compozitiile care contin microorganismele inactivate conform inventiei utilizate in protocoalele prime-
boost sunt continute Intr-un vehicul, diluant sau excipient acceptabil farmaceutic sau veterinar. Protocoalele
conform inventiel protejeaza animalul de formele virulente ale microorganismelor si/sau previn progresia
bolii la un animal infectat.

Diversele administréri se efectueazd, de preferintd, 1 pand la 6 sdptimani separat. Intervalul de timp
preferat este 3 pand la 5 saptdmani si optimal 4 sdptdméani conform unui variantd de realizare, un booster
anual este, de asemenea, preconizat. Animalele, de exemplu porcii, pot fi cel pufin cu varsta de 3-4
saptdmani la momentul primei administrari.

Un specialist In domeniu trebuie sd inteleagd cd descrierea de fatd este furnizatd prin exemplu si
prezenta inventie nu este limitatd la aceasta. Din descrierea de fatd si cunostintele din domeniu, specialistii
in domeniu pot determina numarul de administriri, calea de administrare, precum si dozele, care urmeaza
sa fie utilizate pentru fiecare protocol de injectare, fard nici o experimentare exagerata.

O altd varianta de realizare a inventiei este un set pentru realizarea metodei de provocare sau inducere a
unui rdspuns imunologic sau protectiv impotriva unui microorganism la un animal, care cuprinde o
compozitie imunologica inactivatd hiperbaric sau vaccin si instructiuni pentru realizarea metodei de livrare
a unei cantitati eficiente pentru provocarea unui raspuns imun la animal.

O altd variantd de realizare a inventiei este un set pentru realizarea metodei de inducere a unui raspuns
imunologic sau protectiv impotriva microorganismelor virulente la un animal, care cuprinde o compozifie
sau vaccin care contine un microorganism inactivat hiperbaric, conform inventiei, precum §i instructiuni
pentru realizarea metodei de livrare a unei cantitati eficiente pentru provocarea unui raspuns imun la
animal.

Un alt aspect al prezentei inventii se referd la un set pentru vaccinarea prime-boost, conform prezentei
inventii, astfel cum este descris mai sus. Setul poate cuprinde cel putin doud flacoane: un prim flacon care
contine un vaccin sau compozitie pentru prima vaccinare, conform prezentei inventii, si un al doilea flacon
care contine un vaccin sau compozitie pentru boost-vaccinare, conform prezentei inventii. Setul poate
contine in mod avantajos primul sau al doilea flacoane suplimentare pentru prima vaccinare suplimentard
sau boost-vaccinari suplimentare.

Intr-o variantd de realizare, adjuvantii includ pe cei care promoveazd absorbtia imbundtatita prin
captuseli ale membranei mucoase. Unele exemple includ MPL, LTK63, toxine, microparticule de PLG si
multe altele (Vajdy, M. Immunology and Cell Biology (2004) 82, 617-627). Intr-o varianta de realizare,
adjuvantul poate fi un chitozan (Van der Lubben et al. 2001; Patel et al. 2005; Majithiya et al. 2008; US
Patent Serial No. 5,980.912). Intr-o variantd de realizare, adjuvantul poate fi bacterii inactivate, un virus
inactivat, fractiuni de bacterii inactivate, lipopolizaharide bacteriene, toxine bacteriene sau derivati sau
combinatii.

Intr-o variantd de realizare, adjuvantul cuprinde bacterii si/sau virusuri intregi, inclusiv H. parasuis,
clostridium, virusul imunodeficientei porcine (SIV), circovirusul porcin (PCV), virusul sindromului
respirator si reproductiv porcin (PRRSV), Mannheimia, Pasteurella, Histophious, Salmonella, Escherichia
coli, sau combinatii si/sau variatii ale acestora. in mai multe exemple de realizare, adjuvantul miareste
productia de IgM, IgG, IgA a animalului, si/sau combinatii ale acestora.

Inventia va fi descrisd in continuare prin intermediul urmatoarelor exemple nelimitative.,

EXEMPLUL 1: Dezvoltarea parametrului dispozitivului

Prezenta descriere prevede, in parte, un dispozitiv de inaltd presiune, care 1) inactiveazd complet
microorganisme (fdcandu-le neinfectioase); si 2) pastreaza si/sau Imbunétiteste potentialul imunogen
(imunogenitatea) al microorganismelor. Dispozitivele anterioare, concepute pentru a reduce povara
microorganismelor in alimente (de exemplu, sucuri) sau materiale biologice (de exemplu, produsele de
sange sau Factorul VIII recombinant), nu aveau aceste caracteristici, care sunt critice pentru producerea de
componente sigure, eficiente, inactivate hiperbaric ale vaccinului. In timpul stabilirii cineticii de inactivare
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a microorganismelor au fost evaluate conditiile de limitd, inclusiv extremele de temperaturd si presiune,
precum si extremele in gradientii de presiune. Antigenicitatea §i imunogenitatea microorganismelor
inactivate hiperbaric au fost evaluate, de asemenea, pentru a ajuta la definirea cerintelor dispozitivului, cum
au fost mecanismele de incalzire/ricire a dispozitivului. Omogenitatea temperaturii de functionare a
dispozitivului a fost, de asemenea, modelatd, pentru a dezvolta conditiile optime de inactivare hiperbarica.
Determinarea extremelor de temperaturd in dispozitiv prin modelare a permis validarea parametrului de
inactivare (presiune, timp si temperaturd).

Modelarea parametrului. O metoda a elementelor finite cu utilizarea codului de calcul Cats3M a fost
claboratd si utilizatd pentru a evalua schimbul de cdldura intr-o camerd de presiune ridicatd (cateva sute
MPa) pentru inactivarea virusurilor si/sau bacteriilor. Calculul a fost efectuat pe mai multe geometrii ale
mantalei axisimetrice 2D pentru a intelege mai bine efectul configurafiei mecanice a mantalei asupra
raspunsului termic al acestuia din urma. Scopul studiului a fost de a proiecta un volum mare al mantalei
(aproximativ 100L), cu scopul de a limita eterogenitatea temperaturii si pentru a satisface constrangerile
mecanismului de inactivare biologicd. Procesul de inaltd presiune a fost dezvoltat si studiat pe parcursul a
mai multor cicluri de compresie-decompresie, cu un timp de relaxare sub presiune ridicata si la zero
presiune.

Algoritmul dezvoltat a permis vizualizarea izotermelor pe tot parcursul procesului. Temperatura medie
si eterogenitatea temperaturii in functie de timp au fost extrase din aceste calcule. Perioada de valabilitate a
algoritmului a fost verificatd prin comparatic cu mai multe studii experimentale. Noi am testat diferite
fluide pentru a transmite presiune si am evaluat impactul factorilor, cum ar fi gradul de compresiune si
decompresiune, temperatura initiald a fluidului care transmite presiune §i presiunea maxima atinsa.

Rezultatele indicd o bund corespundere cu mdsurdtorile experimentale i permite profilarea unui
protocol experimental si stabilirea geometriei mantalei folosind algoritmul pentru a ghida acest design (o
comparatic intre profilurile de temperaturd experimentale si modelate pe o presd izostatica, regimul de
functionare a pistonului cu un volum de % litru). Ambele masuri converg spre o valoare de circa 0,16%
pana la Cp (4236 Jg-1.K-1 si 4243 Jg-1.K-1) la o temperaturd de 13°C. Acest lucru ne da la aceastd
temperaturd o capacitate termicd de 4,240 + 0,004 Jg-1.K-1. Céldura specificd a apei la 20°C este de 4,1813
Jg-1.K-1 [4], care este o diferentd de 1,4%, cu masurdtorile efectuate asupra produsului biologic care
urmeaza sd fie prelucrate prin metoda de presare. Avand in vedere diferentele mici in proprietati fizice intre
lichidul biologic si apd, aceste rezultate au fost destul de consistente si confirmatd, de asemenea,
aplicabilitatea modelului la inactivarea hiperbaricd a microorganismelor. Astfel, modelarea ciclurilor
efectuatd pentru apd prin varierca gradului de compresiune si decompresiune, temperatura initiald a
fluidului de transmitere a presiunii, precum si presiunea maxima a fost atinsd, reprezentanta cazului concret
de tratare a unui fluid biologic.

Acum, cand inventatorii au furnizat prezenta descriere, specialistul va fi capabil sd inactiveze cu succes
orice numar de microorganisme, prin optimizarea de rutind a parametrilor discutati aici.

EXEMPLUL 2: Eficacitatea la porcine a Erysipelothrix rhusiopathiae inactivate hiperbaric.

Erysipelothrix rhusiopathiae a fost inactivatd cu ajutorul dispozitivului prezentei dezvaluiri. A fost
descoperit in mod surprinzator, in timpul eforturilor de a inactiva hiperbaric E. rhusiopathiae, cd a existat
un ,fenomen de restabilire”, prin care bacteriile au manifestat capacitatea de asi repara sistemele lor
enzimatice dupd céteva zile de depozitare la temperatura camerei. Prin urmare, a fost necesard ajustarea
parametrilor de timp, temperatura si presiune ai dispozitivului hiperbaric pentru a compensa acest fenomen.
Mai multe conditii de inactivare au fost investigate, inclusiv la 4000 de bari timp de 90 de minute la 37°C.

O sutd de litri de culturd bacteriand de Erysipelothrix rhusiopathiae s-a inactivat prin trei metode
diferite pentru a produce ingredientele de baza active (IA): 1) timerosal; 2) formaldehida de sodiu; si 3)
hiperbaric (4000 de bari, 90 de minute, 37°C). Probele de la fiecare dintre fractiunile inactivate au fost
caracterizate, precum $i proteina SpaA (Antigenul A proteic de suprafatd), o proteind cunoscuta ca fiind
antigenul protectiv al E. rhusiopathiae, a fost detectat In toate cele trei fractiuni, inclusiv fractiunea
inactivatd hiperbaric (Ab monoclonal, Western blotting , datele nu sunt prezentate). Serurile de la soarecii
imunizati cu IA contin trei anticorpi policlonali impotriva acestei proteine. Mai mult, serurile de la porcii
vaccinati cu o proteind recombinantd SpaA au avut anticorpi care recunosc proteina SpaA in IA inactivate
cu mertiolat si hiperbaric. In final, cele trei IA au fost colorate de un anticorp monoclonal SpaA fluorescent
si distributiile populatiilor bacteriene marcate/nemarcate au variat semnificativ in functie de modul de
mactivare: 95% din bacterii inactivate hiperbaric au fost marcate, cu o intensitate medie a fluorescentei de
24 unitati arbitrare, in timp ce doar 79% din bacterii inactivate cu mertiolat au fost marcate, cu o intensitate
medie de numai 7 unitdti (FIG. 18). Acest rezultat sugereaza ca inactivarea chimica a deteriorat proteinele
antigenice prezente in bacterii.

Testul de vaccinare pe animale de laborator. Soarecii au fost vaccinati cu fiecare dintre cele trei
Erysipelothrix rhusiopathiae inactivate (mertiolat, formaldehidd si hiperbaric), apoi infectati cu E.
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rhusiopathiae vii/virulente prin injectare IP. O sutd de procente de soareci vaccinati cu IA inactivat
hiperbaric au supravietuit infectarea (FIG. 20).

Vaccinarea animalelor finta: porci. Grupuri de 7 porci au fost vaccinate fie cu bacterii inactivate chimic
sau hiperbaric, sau cu o proteind SpaA recombinantd, apoi infectati cu bacterii vii injectate intradermic
(datele serologice prezentate in FIG. 23). Aspectul leziunilor cutanate a fost monitorizat, iar vaccinul a fost
considerat eficace in cazul in care este pe deplin protejat impotriva formarii leziunilor. Toate animalele
vaccinate au fost complet protejate Impotriva a doua tulpini de E. rhusiopathiae (serotipurile 1 si 2).

Raspunsul celulelor T indus de E. rhusiopathiae inactivate hiperbaric. Cresterea dilutiilor a trei E.
rhusiopathiae plasate In prezenta celulelor monoclonale ale sangelui periferic (PBMC) de porc vaccinat cu
proteina recombinantd si raspunsul celulelor T pentru Antigenii bacteriene specifice SpaA cuantificate
utilizdnd o analizd ELISpot (analizd imunoenzimaticd in picaturd) au relevat IFN. Acest studiu a ardtat un
raspuns al celulelor T mai bun la reactivarea ex vitro specific pentru antigenul inactivat hiperbaric in toate
dilutiile testate. In plus, la 42 de zile dupa vaccinare, atunci cind frecventa celulelor T specifice a scazut,
acest efect a fost §i mai pronuntat, sugerand in mod clar o mai bund calitate a antigenului (pentru fractiunea
inactivata hiperbaric).

Cartografierea epitopilor T-celulari. O bancd de peptide ale LOG proteinei a fost utilizatd pentru a
determina care epitopi T-celulari au fost activati prin diferite bacterii inactivate (ingredient activ, IA). Acest
studiu a ardtat ¢d unii epitopi au fost mult mai bine recunoscuti de animalele vaccinate cu TA inactivat
hiperbaric decat cele vaccinate cu un IA inactivat chimic.

in cele din urma, serurile de la porcii vaccinati cu diferite preparate de vaccinuri au fost supuse analizei
pentru nivelurile de anticorpi specifici impotriva Erysipelothrix rhusiopathiae. 1gG1 si 1gG2 au fost indusi,
iar printre cele 3 metode de inactivare, titrele IgG 1 si IgGG2 au fost mai mari pentru animalele vaccinate cu
bacterie inactivatd hiperbaric in comparatie cu animalele vaccinate cu bacterii inactivate chimic.

EXEMPLUL 3: Inactivarea hiperbaricd a Leptospira

Trei tulpini de leptospire de vaccin au fost evaluate pentru inactivarea hiperbarica: Leptospira canicola,
Leptospira grippotyphosa si Leptospira icterohaemorrhagiae. Testele preliminare au ardtat ca bacteriile
leptospira au fost inactivate cu succes la o presiune de 2500 de bari, la trei temperaturi de inactivare testate
(10°C, 20°C si 30°C). Aceste rezultate confirma cele obtinute de Carla Silva in 2000 (C. Silva et al., 2001).
Numeroase publicatii s-au axat pe cercetarea si identificarea antigenilor protective in diferite tulpini de
leptospire (P. Cullen et al., Infection and Immunity, 2005): lipopolizaharide sau LPS, un component major
al suprafetei bacteriilor responsabile pentru testele de antigen si aglutinare ; o proteind transmembranara
OmpL1; si lipoproteina ancoratd in membrana prin capitul lor N-terminal si care oferd protectic partiald la
animalele de laborator: LipL32, LipL.36 si LipL41.

Recent, proteinele de suprafatd (LigB si LigA) cu repetitii cu 90 de aminoacizi care seamind cu
imunoglobulina au conferit protectie partiald animalelor de laborator pentru analogii de testare (W. Yan et
al, Microbes and Infections, 2009). FIG. 9 oferd o reprezentare schematicd a antigenilor protectivi
presupusi In Leptospira. Pentru a caracteriza antigenitatea diferitelor suspensii bacteriene dupa inactivarea
hiperbaricd, studiul privind LPS, lipoproteina (LipL32 / 41/46) fixatd in membrana externd si factorii de
virulentd (LigA/B) a fost efectuat pe culturi de trei serotipuri Lepto. Conditiile de tratare a inclus
inactivarea neinactivatd, chimic-inactivatd prin mertiolat de sodiu (0,1 g/l, 24°C pana la 29°C) si
hiperbaricd la 20°C in conformitate cu Tabelul 2.

Tabelul 2. Descrierea diferitelor suspensii de Leptospira si conditiille de inactivare. FTU: Unitai de
turbiditate. FACS: Sortarea celulelor activate prin fluorescentd.

L. icterohaemorrhagiae L. canicola L. grippotyphosa
1D Li84 Lc87 ATCC 23604
O.D. 450nm 0.709 0.53 0.73
FTU 341 256 400
FACS 1.8*10E9 U/ml 1.2*10E9 U/ml 2.4*10E9 U/ml
lﬂi‘zrcbgi\c/?REA 2500b/60' (inac1) 2500b/60' (inac1) 2255085’4/6300,(3;;12))
Controlul inactivarii - - -

INACTIVAREA
chimica

Mertiolat 0,1g/1.

Controlul inactivarii
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Toate conditiile de inactivare testatd au condus la inactivarea leptospirelor. Controalele inactivarii sunt
cele utilizate in mod curent si pragul lor de detectare este cunoscut si suficient de sensibil pentru a detecta o
bacterie care traieste in cafiva mililitri. Pe scurt, probele sunt centrifugate pentru a colecta bacteriile
inactivate din precipitat si a Inlatura cat mai mult agent de inactivare din supernatant i apoi a livra cultura
de pelete in mediul proaspit. Acelasi mediu este validat printr-un test de viabilitate si identificd cresterca
prin insdméantarea doar a 10 bacterii Leptospira. Dupa inactivare, studii de antigenitate au fost efectuate
folosind trei tipuri de seruri: 1) anti-LPS monoclonal, care nu se intersecteaza intre diferite serotipuri; 2)
anticorpi policlonali monospecifici, lipoproteind (LIPL); si 3) anticorpi policlonali specifici pentru ne
LigA/B (recunoasterea epitopilor comuni). Tabelul 3 prezintd in detaliu natura diferitilor anticorpi.

Tabelul 3: Anticorpi utilizafi pentru studiile de antigenitate a Lepto. M: Ab monoclonali; P: Ab policlonali.

M(Monoclonal)/P (Policlonal) LPS Lipl.32 Lipl41 LiplL46 LigA LigB
LI M P P P P
LC M P P P P
LG M P P P P

O publicatie mentioneaza disparitia anumitor proteine membranare dupa tratamentul hiperbaric (M. Ritz
et al, International Journal Of Food Microbiology, 2000) - aceste antigeni vor fi solicitate in suspensiile
bacteriene intregi (sau Culturile brute -RB), pelete sau supernatantii din aceste suspensii bacteriene dupd
centrifugare, Inainte si dupd inactivare. Western blot-urile acestor antigeni pentru cele trei tulpini sunt
prezentate in FIG. 10-13. Antigenii LipL32, LipL41 si LipL46 (FIG. 10 si 12) au fost recunoscute de
anticorpii policlonali pentru toate cele trei tratamente. Inactivarea hiperbarici nu a modificat
antigenicitatea; cu toate acestea, o anumitd degradare a antigenului LipL32 si LipL46 a fost observata dupa
tratamentul hiperbaric, in comparatie cu grupurile neinactivate sau inactivate chimic (mai ales pentru L.
grippotyphosa, FIG. 12).

Antigenii LigB si LigA (FIG. 11 si 13) au fost recunoscute de anticorpii policlonali pentru toate cele trei
tratamente. Inactivarea hiperbaricd nu modifica antigenitatea acestor antigeni, iar fractiunile de supernatant
/precipitat sunt neschimbate pentru toate tratamentele luate in considerare. In final, rezultatele analizelor
LPS pentru Li si Lg sunt prezentate in FIG. 14A si B. LPS sunt recunoscute dupa inactivarea hiperbarica si
cantititile detectate sunt identice inainte si dupd inactivare. In concluzie, inactivarea hiperbarici a
Leptospira este eficienta si nu conduce la schimbari in antigenicitatea lor.

EXEMPLUL 4: Inactivarea hiperbarica si termica a Bordetella pertussis

1) Prepararea unei suspensii concentrate de B. pertussis

O probd de liofilizare derivata din tulpina B. pertussis furnizatd de laboratorul de biologie al
Departamentului Sandtatii Publice din Boston (Massachusetts - SUA) (Ref 214873M1) a fost preluatd in
mediu Verwey (J.Bacteriol 1949; 58: 127-34) si utilizatd pentru a insdménta un mediu solid Bordet-gengou
suplimentat cu 25% de sange de oaie defibrinat. Dupd incubare (72 de ore la 36°C), bacteriile au fost apoi
transferate intr-un mediu lichid Verwey suplimentat cu 1 g/l de extract de drojdii autolitice ultra-filtrat (Ref:
springer 0701) si cultivate la 36°C, timp de aproximativ 24 de ore. Bacteriile au fost apoi transferate intr-un
bioreactor umplut cu 4,5 L. de un mediu Cohen Wheeler (American Journal of Public health, 1946, 36, 371-
376), suplimentat cu 1 g/l de extract de drojdii autolitice ultrafiltrat, pH = 7,3 initial si cultivatd la 35°C cu
punctul pO2 stabilit la 26%. Cand densitatea optica a suspensiei de celule a atins 0,4 1la 650 nm, o fractiune
din aceastd culturd a fost utilizatd pentru a inocula un al doilea bioreactor. Acest bioreactor de productie
este umplut cu 4,5 L de mediu Cohen Wheeler suplimentat cu 1 g/l de extract de drojdii autolitice
ultrafiltrat. Aceastd culturd este incubata la 35°C, cu punctul oxigenului dizolvat stabilit la 26%, pH-ul
initial la 7,3 si incubarea stopatd la aproximativ 20 de ore dupd inoculare. Suspensia de celule a fost
concentratd prin 1) centrifugare volumului de culturd la aproximativ 21 000 g timp de aproximativ 30 de
minute la +5°C si 2) resuspendarea peletele celulare intr-un volum redus de aproximativ 14 al
supernatantului de culturd.

2) Tratamentul termic al suspensiei concentrate de B. pertussis

Tratamentul termic al suspensiei de celule concentrate in supernatant de culturd a fost realizat intr-o
baie de apa care are un sistem de monitorizare a temperaturii care monitorizeaza setdrile parametrilor de
temperaturd astfel incat temperatura baii de apd a fost crescutd treptat intre 38°C si 50°C, timp de o
perioadd de timp de 15 minute, urmatd de o perioadd de timp de 30 de minute in care temperatura a fost
mentinutd intre 50°C si 54°C, si in final o perioadd de timp de 15 minute in care temperatura a fost scdzutd
treptat de la 50°C péna la 38°C.

Viabilitatea suspensiei de celule concentrate a fost evaluatd inainte i dupd tratamentul termic prin
raspandirea a 0,5 mL de alicvote pe 3 cutii Petri confindnd mediu solid Bordet-gengou (Merck; Ref
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AX029167) suplimentat cu 25% de sange de oaie (BioMerieux; Ref: 55822). Bacteriile au fost numarate
dupa incubarea cutiilor Petri la 36,5°C timp de 5 zile (Tabelul 4).
Tabelul 4. Viabilitatea suspensiilor concentrate de B. pertussis, inainte si dupd tratamentul termic.

Numarul de colonii

(in UFC/ml)
suspensia de celule concentratd de 14 ori 6,5x10'°
suspensia de celule tratatd termic si concentrati de 14 | 1.4x 10°

or1

Alte setari ale parametrilor temperaturii pentru perioadele de timp dedicate cresterii treptate si scaderii
treptate a temperaturii intre 38°C si 50°C, in special pentru perioadele de timp variind intre 5 minute si 30
de minute au fost de asemeneca ¢valuate. Aceste variatii s-au dovedit a avea zero influentd asupra procesului
de inactivare.

3) Tratamentul hiperbaric al concentratului de B. pertussis tratat termic

Au fost testate diferite conditii de tratament hiperbaric: 2000 de bari timp de 30 de minute, 3000 de bari
timp de 30 sau 90 de minute, 4000 de bari timp de 30 sau 90 de minute si 5000 de bari timp de 30 si 90 de
minute. Unele conditii au fost repetate de mai multe ori.

Viabilitatea suspensiei de celule concentrate a fost controlatd dupa tratamentul hiperbaric utilizand
acelasi protocol astfel cum este descris in paragraful anterior. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 5.

Tabelul 5. Viabilitatea reziduald a B. pertussis dupd diferite conditii de tratament hiperbaric.

Presiunea (in bari) Timpul (in minute) Viabilitatea rezidualad
2000 30 +
3000 30 +/-
3000 90 -
4000 30 -
4000 90 -
5000 30 -
5000 90 -

+: activitatea bacteriand reziduald a fost observatd cel putin pe una din cele 3 cutii Petri utilizate pentru
controlul cresterii celulare

+/-: activitatea bacteriana reziduald a fost uneori observatd cel putin pe una din cele 3 cutii Petri utilizate
pentru controlul cresterii celulare, atunci cind s-au repetat aceleasi conditii hiperbarice

-1 activitatea bacteriand reziduald nu a fost observatd pe cele 3 cutii Petri utilizate pentru controlul
cresterii celulare.

Aceste rezultate aratd cd concentratele tratate hiperbaric §i termic au fost complet inactivate (fara
activitatea bacteriand reziduald), atunci cand s-a aplicat un tratament hiperbaric de 3000 de bari timp de mai
mult de 30 de minute. Cand s-a aplicat un tratament hiperbaric mai mare de 3000 de bari (de exemplu 4000
de bari sau 5000 de bari), o perioadd de timp de 30 de minute sau mai pufin a fost suficientd pentru a
inactiva complet concentratele tratate hiperbaric si termic.

Concentratele tratate hiperbaric si termic care au fost complet inactivate au fost de asemenea testate
mtr-un ,test de restabilire”. Acest test a fost utilizat pentru a evalua daci rezultatele inactivarii a observate
imediat dupd etapa de tratament hiperbaric au fost confirmate dupd o perioadad de repaus de 15 zile.
Concentratele tratate hiperbaric si termic care au fost gésite inactivate au fost depozitate la temperatura
camerei timp de 15 zile. 3 probe de 0,5 ml au fost apoi retrase din concentrate si insdmantate pe 3 cutii Petri
continand mediu solid Bordet-gengou suplimentat cu 25% de sange de oaie. Cutiile Petri au fost incubate
timp de 6 zile la 36,5°C si controlate pentru prezenta coloniilor. Nu au fost detectate colonii, ceea ce
inseamnd cd nu a existat nici un fenomen de restabilire deoarece bacterii viabile nu au fost observate in
concentratele complet inactivate testate, In special in concentratul tratat hiperbaric §i termic care a fost
supus la 4000 de bari timp de 90 de minute.

4) Caracterizarea concentratului de B. pertussis inactivat hiperbaric si termic

Caracteristicile biologice si analitice ale concentratului inactivat hiperbaric si termic, in special
concentratul de celule supus la 4000 de bari timp de 90 de minute au fost comparate cu cele ale unui
concentrat de B. pertussis inactivat cu mertiolat frecvent utilizat ca monovalent vrac pentru fabricarea
vaccinului pertussis cu celule intregi. Concentratul de B. pertussis care a fost inactivat prin tratamentul cu
mertiolat a fost preparat conform protocolului descris in paragraful 1).
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4.1) Microscopia electronicd de scanare

Caracteristicile morfologice ale concentratului inactivat hiperbaric si termic si concentratului inactivat
cu mertiolat ca un martor au fost examinate prin microscopia electronicd de scanare (MES). Concentratele
de celule au fost fixate In 2,5% de glutaraldehidd in PBS, dupi care a urmat post-fixarea in 1% de solutie
apoasd de tetroxid de osmiu. Materialele au fost apoi deshidratate In etanol si apoi in hexametildisilizan.
Cele doud probe au fost apoi asezate pe placi de micd pentru observarea ulterioard prin MES (Hitachi
S4700, 8KV) la diferite mariri. Imaginile de microscopie electronicd (marire X30000) a concentratului
mactivat hiperbaric si termic supus la 4000 de bari timp de 90 minute (partea dreaptd) si a concentratului
inactivat cu mertiolat (partea stangd) sunt afisate in fig.. ... Variatii semnificative de morfologie nu au fost
observate intre cele doua probe care au provenit din cele doud procese de inactivare. in special, nu s-a
observat liza bacteriand sau deformarea peretelui celular bacterian in proba care a provenit din concentratul
inactivat hiperbaric si termic.

4.2) Eficacitatea concentratului inactivat hiperbaric si termic

Eficacitatea concentratului inactivat hiperbaric si termic supus la 4000 de bari timp de 90 de minute a
fost evaluatd prin determinarea dozei care a protejat 50% din soareci (EDso) impotriva efectelor unei doze
letald de o tulpind de Bordetella pertussis administratd intracerebral. Aceastd doza a fost comparatad cu EDso
a unui vaccin Pertussis de referintd calibrat in unitdti internationale. Testul de eficacitate a fost efectuat in
conformitate cu recomanddrile OMS mentionate in TRS OMS nr. 941. Rezultatele obtinute au fost
satisfacdtoare, ceea ce insecamnd cd asocierca tratamentului termic si tratamentelor hiperbarice nu scade
eficacitatea preparatului inactivat.

4.3) Toxicitatea specificd

Concentratul inactivat hiperbaric si termic supus la 4000 de bari timp de 90 de minute a fost testatd
pentru toxicitate cu ajutorul testului de crestere in greutate pe soareci in conformitate cu recomandarile
OMS mentionate in TRS OMS nr. 941. Rezultatele obtinute au fost satisfacatoare, cu nici un semn de
toxicitate.

4.4) Continutul de endotoxina

Vaccinul pertussis cu celule integrale contine endotoxine de lipo-oligozaharide care sunt cuantificate
prin analiza lizatului amebocitelor limulus. Continutul de endotoxind in concentratul inactivat hiperbaric si
termic a fost 1n acelasi ordin de magnitudine al continutului de endotoxind 1n concentratul de B. pertussis
activat cu mertiolat.

EXEMPLUL 4: Solubilizarea proteinei KSAC exprimate in incluziuni virale E. coli

Incluziunile virale KSAC(a se vedea cererile provenite din USSN 61/694,968) au fost preparate in
urmétoarele trei tampoane: 1) Tris 20 mM, 50 mM DTT, pH 8; 2) Tris 20 mM, 50 mM DTT, pH 8§, uree
1M; 3) Tris 20 mM, 50 mM DTT, pH 8, uree 2M. Incluziunile virale KSAC preparate in aceleasi tampoane
la temperatura camerei fard presiune pe intreaga duratd de tratament au fost utilizate ca martori.

Presurizarea la presiunea {intd a fost aplicatd timp de 48 ore, iar apoi probele au fost depresurizate timp
de 24 ore. FIG. 25 descrie SDS-PAGE a probelor KSAC tratate cu 3000 de bari. FIG. 26 descrie
cromatograma CPLI suprapusi a supernatantului probelor KSAC tratate cu presiune de 3000 de bari si a
proteinei KSAC obtinute prin procedeul de repliere/solubilizare clasic. Rezultatele aratd c¢a varfurile sunt
similare §i cd proteina solubild obtinuta prin tratamentul cu presiune ridicata este organizata in trimer.
Tabelul 6. Cuantificarea proteinei KSAC dupa tratamentul cu 3000 de bari prin qDot-blot si CLPA.

2M uree
control Precipitatul pentru Supernatantul pentru
analizd analizd
Dot-blot ng/ml 347 10 797
CLPI pg/ml - - 723
1M uree
control Precipitatul pentru Supernatantul pentru
analizd analizd
Dot-blot ng/ml 328 10 750
CLPI pg/ml - - 746
Fara uree
control Precipitatul pentru Supernatantul pentru
analizd analizd
Dot-blot ng/ml 123 15 649
CLPI pg/ml - - 825
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Cantitatea de proteind solubilizatd a fost de aproximativ 800 pg/mL, care a fost foarte aproape de
cantitatea estimata de proteind KSAC initiald ca incluziuni virale (1000 pg/ml). Randamentul a fost astfel
foarte mare (75-100%).

FIG. 27 prezintad suprapunerca datelor DLS obtinute cu proteina presurizatd la 3000 de bari (linia mai
deschisd) in tamponul fard uree si proteina ob{inutd prin procedeul de repliere/solubilizare clasic (linia mai
inchisd). Diapazonul exhaustiv al dimensiunilor (panoul de sus) aratd cd mai pufine obiecte de dimensiuni
mai mari sunt detectate in probele presurizate. Distributia dupa numar (panoul de jos) aratd ¢d majoritatea
populatiei repliatd cu presiune are o dimensiune similard cu populatia repliatd prin procedeul clasic si
plierea pare foarte asemandtoare.

FIG. 28 aratd c¢d dimensiunile proteinei obtinute la 3000 de bari sunt identice cu dimensiunile proteinei
obtinute din cromatografia de repliere/solubilizare clasicd pentru toate tampoanele utilizate acolo. Atunci
cand sunt tratate la 2000 de bari, dimensiunile proteinei sunt identice cu dimensiunile proteinei din
cromatografia de repliere/solubilizare clasicd cand uree se utilizeazd In tampon. La presiune mai mare de
3000 de bari, agregatele de 1naltd presiune apar atunci cind nu se utilizeazi uree. Cu ureca prezentd in
tampon, proteina pare sd se distruga (10nm in dimensiune) ceea ce indica faptul cd a avut loc o denaturare.

FIG. 29 prezinti compararea continutului de proteina solubili KSAC determinat prin CLPI i Qdot-blot.
Rezultatele aratd cd concentratiile maxime ale proteinei solubilizate sunt obtinute cu probele tratate la 3000
de bari cu consistentd buni intre tehnologiile CLPI si Qdot-blot. Pentru probele tratate la 2000 de bari,
prezenta ureei ajutd la cresterea randamentului de solubilizare. Pentru probele tratate la 4000 de bari, CLPi
da randament mai mare decat Qdot-blot, indicind o pierdere de recunoastere a antigenilor.

EXEMPLUL 3: Compararea procedeului de solubilizare hiperbarica diferite - proteind KSAC

Obiectivul studiului este de a compara eficienta proteinei solubilizate din incluziuni virale prin diferite
procedee.

Incluziunile virale KSAC produse din E. coli au fost preparate in urmétoarele tampoane pentru a forma
o suspensie de incluziuni virale: a) 20 mM de tampon Tris, 50 mM de DiTioTreitol (DTT), pH=8,0; b) 20
mM de tampon Tris, pH=8,0.

Suspensiile de incluziuni virale au fost depozitate in tuburi Quick Seal pentru tratamente de inaltd
presiune astfel cum este descris mai jos. In procedeul A, presurizarea treptatd a fost aplicatd la suspensiile
de incluziuni virale crescand presiunea de la 0 bari pand la 3000 de bard la 1000 bari/min, cu un platou de
duratd de 1 ord la fiecare 500 de bari (presiunea {intd de 3000 de bari atinsd dupa 5 ore). Presiunea de 3000
de bari a fost mentinutd timp de 48 de ore. Probele au fost apoi depresurizate de la 3000 de bari pana la 0
bari la rata constantd de 125 bari/ora timp de 24 de ore. In procedeul B, suspensiile de incluziuni virale au
fost tratate in conformitate cu metoda descrisd in US 6489450. Probele au fost supuse la presurizare la o
ratd constantd de pana la 2500 de bari in 1 ora. Presiunea de 2500 de bari a fost menginuta timp de 6 ore.
Depresurizarea a fost realizata la rata constantd timp de 1 ord reducénd presiunea de la 2500 de bari pand la
0 bari. Probele au fost preparate astfel cum se aratd in Tabelul 7 de mai jos.

Tabelul 7. Tratarea suspensiilor de incluziuni virale

Proba (1mg/ml. de Tamponul Procedeul de tratare cu presiune inaltd
incluziuni virale KSAC)

1 Tris 20mM Procedeul A

2 Tris 20mM + DTT 50mM Procedeul A

3 Tris 20mM Control*

4 Tris 20mM + DTT 50mM Control

5 Tris 20mM Procedeul B

6 Tris 20mM + DTT 50mM Procedeul B

7 Tris 20mM Control

8 Tris 20mM + DTT 50mM Control

Control *: nici un tratament cu presiune inaltd, pastrat la temperatura camerei.

Analiza SDS-PAGE

Dupd tratamentele cu presiune inalta, probele au fost centrifugate pentru a separa supernatantul si
precipitatul si prelucrate pentru analiza proteinei pe SDS-PAGE. Analiza SDS-PAGE este prezentatd in
Figurile 18A si 18B. Fiecare godeu a fost incércat cu cate 5 ul de proba (brutd), 5 pl de supernatant, 5 pl de
precipitat resuspendat in tampon Tris.

Cantitdtile de proteine KSAC calculate din intensitatea benzilor pe SDS-PAGE au fost prezentate in
Tabelul 8 de mai jos.
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Tabelul 8. Integrarca comparativa a intensititilor benzilor masurate pe geluri SDS
Procedeul A Procedeul B
proba LL Protein | %KSAC | %KSAC-S LL Protei | %KSAC %KSAC-S
banda | atotald [total /%KSAC-P* | banda na [total [%KSAC-P
KSAC LL KSAC | totald
LI

referinta KSAC | 36 49 73% 29 47 62%
Control — | St |0 0 0% - 0 0 0% -
nici un | P2 | 13 26 50% 4 5 80%
DTT Cc |3 21 14% 6 16 38%
Procedeu S 0 9 0% 0% 0 2 0% 0%
— mnici un | P 43 76 57% 28 39 72%
DTT C 27 86 31% 14 41 34%
Control - | S 1 8 13% - 0 0 0% -
cu DTT P 20 40 50% 24 36 67%

C 16 31 52% 22 37 59%
Procedeu S 55 127 43% 75% 18 29 62% 69%
—cuDIT |P 8 14 57% 8 9 89%

C 45 106 42% 28 47 60%
referinta KSAC | 38 52 73% 29 45 64%

St: supernatant

P2: precipitat

C3: brutd, inainte de centrifugare

% KSAC-S/% KSAC-P*: [% KSAC/total in supernatant] / [% KSAC/ total in precipitat]

Rezultatele aratd cd nu existd o cantitate semnificativd de KSAC detectatd in supernatantul controalelor
sau probelor tratate cu procedeele A si B c¢And a fost utilizatd solutie-tampon care nu contine DTT. Proteina
KSAC solubild a fost gasitd in supernatantul probelor tratate cu presiune ridicatd (ambele procedee A si B),
atunci cand a fost utilizata solutie-tampon care contine DTT. Surprinzétor, rezultatele cuantificirii proteinei
din SAS-PAGE indicd de asemenea faptul ¢ procedeul A a asigurat solubilizare mai bund in comparatie cu
procedeul B. Acest rezultat surprinzdtor a fost confirmat suplimentar prin calcularea mai precisa a
randamentului de solubilizare pentru fiecare procedeu de inaltd presiune, utilizand Q-Dot Blot si CLPi.

Analiza Q-Dot Blot

Supernatantii din probe au fost analizati prin Q-Dot Blot pentru a estima cantitatea de proteine KSAC
solubilizate prin tratamente. Rezultatele sunt prezentate in FIG. 30A-30D si Tabelul 11.

Tabelul 11. Concentratiile KSAC solubilizate gisite in supernatanti pentru probele de control si probele

relucrate cu presiune inaltd

Identificarea Procedeul A Procedeul B
Tratament farda DTT 26,0 g/mL 12,7 g/mL
Proba de control farda DTT 0 9,9 g/mL
Tratament cu DTT 632,1 g/mL 368,9 g/mL
Proba de control farda DTT 61,7 g/mL 63,9 g/mL

Nici o diferentd semnificativa nu a fost observata intre probele de control (fara tratament cu presiune
fnaltd) cu si fara DTT. Nici o KSAC solubild nu a fost gdsitd in supernatant. Rezultatul Q-Dot Blot a
confirmat rezultatul SDS-PAGE.

Tratamentul realizat cu utilizarea procedeului A cu DTT a permis solubilizarea si replierea proteinei
KSAC (detectate prin Q-Dot Blot). Concentratia proteinei KSAC solubile s-a dovedit a fi de 632 pug/mL cu
utilizarea procedeului A in timp ce concentratia proteinei KSAC obtinute cu utilizarea procedeului B a fost
de numai aproximativ 369 g/mL. Randamentele solubilizarii obtinute sunt 63% pentru procedeul A si 37%
pentru procedeul B. Rezultatele Q-Dot blot demonstreaza suplimentar cd procedeul A este mai eficient in
producerea proteinelor solubile si repliate.

Analiza CLPI

Figura 20 prezinta suprapunerea cromatogramelor CLPI ale supernatantului probei de control si a probei
tratate prin procedeul A. Timpul de retentie, volumul de retentie si puritatea estimatd obtinute pentru proba
tratatd prin procedeul A sunt prezentate in Tabelul 11 de mai jos.

Tabelul 11. Timpul de retentie, volumul de retentie si puritatea estimata obtinute pentru proba tratatd prin
procedeul A
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Detectia Informatia Proba de control Dupa procedeul A
—nici o
prelucrare
TR (Timpul de retentie — min) 12,7 12,4
uv VR (Volumul de retentie — mL) 6,64 6,46
Puritatea estimatd (%) 17,3 85,5

Figura 21 prezinti suprapunerea cromatogramelor CLPI ale supernatantului probei tratate prin
procedeul A si a probei tratate prin procedeul B. Timpul de retentie, volumul de retentie si puritatea
estimata obfinute pentru proba tratatd prin procedeul A sunt prezentate in Tabelul 12 de mai jos.

Tabelul 12. Timpul de retentie, volumul de retentie si puritatea estimata obtinute pentru probele tratate prin

rocedeul A si B
Detectia Informatia Procedeul A Procedeul B
TR (Timpul de retentie — min) 12,4 12,4
Uv VR (Volumul de retentie — mL) 6,46 6,47
Puritatea estimatd (%) 83,5 74,2

Figura 22 arati suprapunerea cromatogramelor CLPI ale supernatantului probei tratate prin procedeul
A, a probei tratate prin procedeul B si a probei tratate prin procedeul clasic (denaturarea si replierea
obtinute prin tratamentul cu uree si DTT). Timpul de retentie, volumul de retentie si puritatea estimatd
obtinute pentru probele tratate prin procedeul A sunt prezentate in Tabelul 13 de mai jos.

Tabelul 13. Timpul de retentie, volumul de retentie si puritatea estimatd obtinute pentru probele tratate
prin procedeul A, procedeul B si procedeul clasic

Detectia Informatia Procedeul clasic Procedeul A Procedeul B
TR (Timpul de retentie — min) 12,5 12,4 12,4
uv VR (Volumul de retentie — mL) 6,50 6,46 6,47
Aria picului (mAU) 8628 25251 10506
Puritatea estimatd (%) 94,7 85,5 74,2

Rezultatele CLPI au confirmat, de asemenea, ¢i prin procedeul A s-a asigurat o mai buna solubilizare a
proteinei KSAC decat procedeul B, judecand din ariile picurilor (25251 mAU pentru procedeul A in raport
cu 10,506 mAU pentru procedeul B). Atét procedeul A, cét si procedeul B permite obtinerea unei replieri a
proteinei KSAC foarte apropiate de cea obtinutd cu utilizarea procedeului clasic (solubilizarea utilizand
tratamentul cu uree + DTT si replierea prin cromatografie SEC). Experimentele efectuate cu ambele
procedee A si B nu a produs proteind KSAC solubild semnificativd in absenta DTT. Rezultatele au
confirmat faptul ¢@ este necesar un agent de reducere in timpul tratamentului cu presiune naltd pentru a
rupe legaturile disulfurice. Cu toate acestea, descoperirea surprinzatoare neasteptata este faptul cd nu este
necesard indepartarea DTT pentru a obfine o repliere corectd a proteinei. Contrar cunostintelor generale cd
DTT trebuie s3 fie indepértat din solutia-tampon pentru ca proteinele sd fie repliate in mod corespunzator,
solicitantii au descoperit in mod surprinzétor ¢i prezenta DTT nu interfercaza cu procesul de repliere in
tratamentul cu presiune inaltd al prezentei inventii. Proteinele KSAC solubile obfinute din procesul cu
presiune naltd al prezentei inventii s-au repliat corect pentru a forma trimere in prezenta DTT.
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(57) Revendicari:

1. Dispozitiv hiperbaric pentru inactivarea microorganismelor sau pentru replierea si solubilizarea
proteinelor, care contine:

- manta;

- cel putin un procesor de calculator si o interfatd de utilizator programabild pentru acesta;

- un mijloc de admisiune a presiunii super-ambiante;

- un mijloc de control al temperaturii $i presiunii a unui fluid care transmite presiune;

- un mijloc de decontaminare a dispozitivului pentru scopurile de curdtare de rutind sau in caz de
rupere a unei pungi pentru probe; si

- un mijloc de receptie in dispozitiv, de transport In interiorul dispozitivului, precum si de evacuare
din dispozitiv, a cuvelor sau containerclor care sunt adaptate pentru a receptiona pungile pentru probe
continand fie microorganisme care urmeaza sa fie inactivate sau peptide care urmeazd sd fie solubilizate si
repliate.

2. Dispozitiv, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea cd mijlocul de presiune contine o presa
izostaticd care contine un piston.

3. Dispozitiv, conform revendicdrii 2, caracterizat prin aceea cd cuprinde suplimentar un mijloc de
monitorizare a stirii de inactivare a microorganismelor.

4.  Dispozitiv, conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca mijlocul de monitorizare a inactivarii
contine un ac sau o altd sonda potrivitd, care poate penetra In mod aseptic pungile pentru a elimina proba de
microorganisme pentru testarea ulterioard a viabilitatii.

5.  Dispozitiv, conform oricdreia dintre revendicarile 1-4, care contine:

- o camerd de fluid primar (8);

- o camerd amplificatoare de presiune (9), care primeste aer/fluid de inaltd presiune dintr-un
dispozitiv amplificator de presiune;

- o camerd de fluid de inaltd presiune (3), care este configuratd pentru a primi fluid prin intermediul
orificiului de intrare (2);

- un plunger/piston de refulare (5), care este capabil s s¢ deplaseze intre pozitia extinsd si pozitia
retrasd;

- o garniturd de etansare (6) si o placd de obturare (7), care sunt configurate pentru a preveni
scurgerea fluidului din camera de fluid de inalta presiune (3) cand plungerul de refulare (5) se deplaseaza
din pozitia retrasd In pozifia extinsa;

in care presiunea este comunicata de la un dispozitiv amplificator de presiune la camera amplificatoare
de presiune (9) si de la camera amplificatoare de presiune (9) la camera de fluid primar (8);

in care presiunea din camera de fluid primar (8) este comunicatd camerei de fluid de 1naltd presiune (3)
prin deplasarea plungerului de refulare (5) din pozitia retraséd in pozitia extinsa; si

in care dupd terminarea ciclului (ciclurilor) de presurizare si depresurizare, lichidul este evacuat prin
orificiul de evacuare (4).

6. Dispozitiv, conform revendicérii 5, in care fluidul intrd in camera de fluid de inalta presiune (3)
prin intermediul orificiului de intrare (2) in timp ce plungerul/pistonul de refulare (5) este retras.

7. Dispozitiv, conform revendicarii 6, in care pistonul (5) blocheaza orificiul de intrare pentru fluid
(2) in timp ce acesta incepe sd se extinda si
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in care In timpul ciclului de presurizare, atunci cand pistonul (5) se deplaseazd de la pozitia retrasd la
pozitia sa extinsd, sigiliul (6) previne scurgerea fluidului din camera de fluid de inaltd presiune (3) prin
intrarea (2); si

in care placd de obturare (7) previne scurgerea fluidului din camera de presiune ridicatd prin orificiul de
evacuare (4).

8.  Metodda pentru inactivarea hiperbarici a microorganismelor, pentru scopul prepararii
microorganismelor pentru utilizare in calitate de componente ale unei compozitii de vaccin, care cuprinde
etapele de:

- supunere a microorganismelor la presiune ridicatd pentru perioade determinate de timp;

- determinare  a faptului cd microorganismele sunt 100% inactivate; inactivind astfel
microorganismele; si

in care metoda este realizatd utilizdnd dispozitivul definit in revendicarea 5.

9. Metodad pentru inactivarea hiperbarica a unei suspensii de celule de Bordetella pertussis care
cuprinde etapele de:

- producere a unei suspensii de celule Bordetella pertussis intr-un mediu de cultura,

- concentrare a suspensiei de celule produse in mediul de culturd mentionat, optional suplimentat cu
ser fiziologic (0,9% NaCl) sau o solutie-tampon care nu depéseste 25% din volumul final (V/V),

- incélzire a suspensiei de celule concentrate la o temperaturd cuprinsd intre 50°C si 54°C (limitele
incluse), si

- inactivare a suspensiei de celule concentrate si tratate termic prin tratamentul cu presiune inaltd in
care presiunea este mai mare de 2000 de bari, dar mai mica de 6000 de bari; si

in care metoda este realizatd utilizdnd dispozitivul definit in revendicarea 5.

10. Metodd, conform revendicarii 9, caracterizatd prin aceea ca mediul de culturd este mediul Cohen
Wheeler.

11. Metoda, conform revendicarii 9 sau 10, in care incédlzirea la o temperaturd cuprinsa intre 50°C si
54°C (limitele incluse) dureaza 30 de min.

12. Metoda, conform oricéreia dintre revendicarile 9-11, in care presiunea este cuprinsd intre 3000 de
bari g1 5000 de bari.

13.  Procedeu de fabricare a unui vaccin Pertussis cu celule integrale care cuprinde etapele de:

- inactivarea unei suspensii de celule concentrate de Bordetella pertussis, utilizand metoda din
oricare dintre revendicarile 9-12,

- diluare a suspensiei de celule concentrate inactivate de B. pertussis intr-un excipient acceptabil
farmaceutic.

14. Metodd, conform revendicarii 8, in care microorganismele sunt supuse la mai mult de un ciclu de
presiune ridicata.

15. Metoda, conform revendicarii 8, care cuprinde suplimentar etapa de monitorizare a stirii de
inactivare a microorganismelor ca o functie de timp printr-un mijloc automat de testare a viabilitatii.

16. Metodd, conform revendicdrii 14, caracterizatd prin aceea ca cuprinde suplimentar etapa de
evaluare a imunogenitatii microorganismelor inactivate.

17. Metodd, conform revendicdrii 16, caracterizatd prin aceea c¢d evaluarea este realizatd utilizaind
analiza ELISA specificd pentru antigenii cunoscuti sau presupusd ca fiind responsabild pentru provocarea
unui raspuns imun protectiv la un animal {inta.

18. Agent patogen inactivat hiperbaric produs cu utilizarea dispozitivului, definit in revendicarea 5.

19.  Agent patogen, conform revendicarii 18, care este din genul Leptospira.

20. Agent patogen, conform revendicarii 18, care este Erysipelothrix rhusiopathiae.

21. Agent patogen inactivat hiperbaric produs cu utilizarea metodei, definite in revendicarea 14.

22. Agent patogen, conform revendicarii 21, care este din genul Leptospira.

23. Agent patogen, conform revendicarii 21, care este Erysipelothrix rhusiopathiae.

24. Compozitie imunogend care contine agent patogen inactivat, definit in revendicarea 18 sau
revendicarea 21.

25. Compozitie, conform revendicarii 24, care este o compozifie de vaccin, capabila sd provoace la un
animal un rdspuns imun protectiv impotriva unei forme vii, virulente din agentul patogen inactivat.

26. Compozitie, conform revendicdrii 24, care contine suplimentar un vehicul sau purtdtor acceptabil
farmaceutic sau veterinar, si optional un adjuvant.

27. Metodd de fabricare a unei compozitii de vaccin care cuprinde ctapa de amestecare a agentului
patogen conform revendicdrii 24 cu un vehicul sau purtdtor adecvat, si optional un adjuvant, fabricand
astfel compozitia de vaccin.

28. Metoda, conform revendicdrii 27, caracterizatd prin aceea cd adjuvantul este un adjuvant la
membrana mucoasd.
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29. Compozitie care confine o proteind repliatd cu dispozitivul hiperbaric definit in revendicarea 5.

30. Compozitie, conform revendicarii 29, caracterizatd prin aceea ca proteina a fost supusd la presiune
naltd de la aproximativ 1000 de bari pana la aproximativ 5000 de bari.

31. Compozitie, conform revendicarii 30, caracterizatd prin aceea cd presiunea Inaltd a fost aplicatd
timp de cel putin 20 de ore.

32. Comporzitie, conform revendicdrii 30, caracterizatd prin aceea ci proteina a fost solubilizatd sau
repliatd din incluziuni virale de E. coli.

33.  Compozitie, conform revendicirii 32, caracterizatd prin aceea ¢ incluziunile virale de E. coli au
fost preparate intr-o solutie-tampon care nu contine sau contine uree scazuta.

34. Compozitie, conform revendicdrii 32, caracterizatd prin aceea ca incluziunile virale de E. coli au
fost preparate intr-o solutie-tampon care contine DTT.

35. Compozitie, conform revendicarii 33 sau 34, caracterizatd prin aceea cd incluziunile virale de E.
coli au fost supuse in continuare la o presiune inaltd in limitele de la aproximativ 1000 de bari péana la
aproximativ 5000 de bari.

36. Compozitie, conform revendicérii 32, caracterizatd prin aceea ca incluziunile virale de E. coli au
fost tratate sub presiune inalta timp de aproximativ 20 de ore pana la aproximativ 100 de ore.

37. Compozitie, conform revendicdrii 32, caracterizatd prin aceea ca incluziunile virale de E. coli au
fost depresurizate la aproximativ 83 bar/min...125 bar/min.

38. Metoda de producere a unei proteine solubile exprimate in procariote sau eucariote care cuprinde
etapele de:

- preparare a incluziunilor virale de E. coli intr-o solutie-tampon care nu contine sau contine
concentratie scazutd de uree pentru a forma o suspensie de incluziuni virale; si

- supunere a suspensiei de incluziuni virale la o presiune Inaltd, producind astfel proteina solubild;
si

in care metoda este realizatd utilizdnd dispozitivul definit in revendicarea 5.

39. Metoda de producere a unei proteine solubile exprimate in procariote sau eucariote care cuprinde
etapele de:

- preparare a incluziunilor virale intr-o solufie-tampon care nu contine sau confine concentrafie
scdzuta de uree pentru a forma o suspensie de incluziuni virale;

- supunere a suspensiei de incluziuni virale la o crestere treptatd a presiunii pentru o perioadd de
timp; si

- mentinere a presiunii fnalte aplicate la incluziunile virale pentru o perioada de timp, producind
astfel proteina solubila; si

in care metoda este realizatd utilizdnd dispozitivul definit in revendicarea 5.

40. Metoda, conform revendicdrii 38 sau 39, caracterizatd prin aceea ca solutia-tampon contine
suplimentar DTT.

41. Metoda, conform revendicarii 38 sau 39, caracterizatd prin aceea cd presiunea naltd este in
limitele de la aproximativ 2000 de bari pana la aproximativ 5000 de bari.

42. Metodd, conform revendicarii 38 sau 39, caracterizatd prin aceea cd incluziunile virale sunt supuse
la presiunea Inaltd timp de aproximativ 20 de ore pana la aproximativ 100 de ore.

43. Metodd, conform revendicarii 38, caracterizatd prin aceea cid concentratia DTT este de la
aproximativ | mM péna la aproximativ 100 mM.

44. Metodd, conform revendicarii 38 sau 39, caracterizatd prin aceea ¢d concentratia ureei este de la 0
M péna la aproximativ 7 M.

45. Metoda, conform revendicarii 38 sau 39, caracterizatd prin aceea ca metoda cuprinde suplimentar
etapa de depresurizare.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova
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